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EINLEITUNG  1 
1 Einleitung 
1.1 Analytische Trennverfahren für Peptide  
1.1.1 Peptide 
 
Peptide sind eine wichtige Klasse von Verbindungen mit verschiedenen biologischen 
Funktionen. Viele von ihnen sind pharmakologisch aktiv und regulieren biologische 
Prozesse im Organismus z.B. als Hormone, Neurotransmitter, Enzyme und 
Enzyminhibitoren, Antibiotika und Rezeptorliganden. Darüber hinaus spielen 
Peptidanaloga und Peptidomimetika eine wichtige Rolle als Arzneistoffe[1]. Die Zahl der 
peptidischen Pharmazeutika ist durch die Entwicklung in der Biotechnologie in den 
letzten Jahren rasant gestiegen. Über 50 rekombinant hergestellte Peptide sind 
zugelassen. Mehr als 40 Produkte befinden sich in der Registrierungsperiode und 
Phase III der klinischen Prüfung. Weitere 60 Peptide durchlaufen die Phase II[2]. Die 
Tabelle 1 zeigt eine Auswahl pharmakotherapeutischer Peptide[3].  
Tabelle 1. Auswahl und Anwendung von pharmakotherapeutischen Peptiden sowie Anzahl der Aminosäuren. 
Wirkstoff (Peptid) Anwendung 
Anzahl der 
Aminosäuren 
Octretid Behandlung von Akromegalie 8 
Desmopressin Hemmung der Wasserausscheidung 8 
Buserelin Vorbereitung der Ovulationsinduktion 9 
Oxytocin Geburtseinleitung 9 
Gonadorelin Hypothalamische Ovarialinsuffizienz 10 
Ciclosporin Unterdrückung der Immunabwehr 11 
Tetracosactid Stimulation der Hydrocortisonproduktion 24 
 
Tetracosactid (Handelsname: Synacthen®) kommt als Tetracosactidhexaacetat in einer 
Injektionslösung zum Einsatz[3] und stellt ein synthetisches Analogon zum 
Adrenocorticotropin (ACTH) dar. ACTH ist ein aus 39 Aminosäuren aufgebautes 
Peptidhormon, welches eine wichtige physiologische Rolle bei der Stimulation der 
Hydrocortisonproduktion spielt. Es wurde vor einigen Jahrzehnten als Faktor des 
Hypothalamus, der Hypophyse sowie der Nebenniere identifiziert. Zahlreiche Studien zur 
Strukturaufklärung wurden durchgeführt[4-6] und es fanden Untersuchungen zu 
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synthetischen Analoga[7], wie Tetracosactid, statt. Tetracosactid besteht im Gegensatz 
zum ACTH nur aus den ersten 24 Aminosäuren, da herausgefunden wurde, dass diese 
für die physiologische Wirkung essentiell sind. Gleichzeitig ist das allergische Potential 
reduziert[8]. Jedoch wurde aufgrund von Missbrauchsfällen im Sportbereich Tetracosactid 
von der Welt-Anti-Doping Agentur (WADA) auf die Stoffverbotsliste gesetzt. Thevis et al. 
entwickelten ein LC-MS/MS-Verfahren für den Nachweis von Tetracosactid in 
Plasmaproben[9]. 
Während der Entwicklung, Lagerung und Lieferung können Peptide einem chemischen 
und physikalisch-chemischen Abbau unterliegen. Dazu zählen Oxidation, Hydrolyse, 
Isomerisierung, Enantiomerenbildung, Deamidierung, Aggregation und Oberflächen-
adsorption[10]. Diese Prozesse führen zu einem Verlust der Struktur und Funktion und 
können im schlechtesten Fall toxische Abbauprodukte bilden. Deshalb ist es für diese 
peptidischen Arzneistoffe wichtig, ein geeignetes Verfahren zu finden, mit dem sich 
Verunreinigungen analysieren und identifizieren lassen, um sie in einer 
pharmazeutischen Formulierung zu begrenzen. Tetracosactid ist im Ph.Eur. 
monographiert und wird bisher mittels HPLC auf verwandte Substanzen geprüft[11]. 
1.1.2 Trennverfahren 
 
Mit dem Beginn Peptide analytisch zu trennen wurden die Techniken der 
Dünnschichtchromatographie (TLC)[12], der Hochdruckflüssigkeitschromatographie 
(HPLC)[13] und der Gaschromatographie (GC)[14] angewendet. Während bei der TLC die 
Empfindlichkeit der Detektion zu gering war und bei der GC die vorherige Derivatisierung 
ein Problem darstellte, war die HPLC das Mittel der ersten Wahl. Die pharmazeutische 
Analytik, besonders Peptidanalytik, ist nach wie vor der größte Sektor für 
flüssigkeitschromatographische Anwendungen in den Bereichen Forschung und 
Entwicklung sowie Qualitätssicherung und Qualitätskontrolle[15]. Gegen Ende der 1970er 
Jahre begann, neben den chromatographischen Methoden, die Entwicklung der 
Elektromigrationsverfahren, zu denen die Gelelektrophorese (GE) und die 
Kapillarelektrophorese (CE) zählen[16;17]. Die GE dient in erster Hand der Trennung von 
großen Peptiden und Proteinen. Hingegen wird die CE vorrangig als analytisches 
Verfahren zur Trennung kleiner Peptide, speziell Peptidisomere[18-22], genutzt.  Besonders 
im pharmazeutischen Bereich hat sie sich in der Qualitätsuntersuchung einiger Peptide 
etabliert[23;24] und ist in verschiedenen Arzneibüchern, z.B. Ph.Eur. 6.0[25] und USP 32[26], 
verankert.  
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Man unterteilt die CE in Kapillarzonenelektrophorese (CZE), mizellarelektrokinetische 
Chromatographie (MEKC), mikroemulsionselektrokinetische Chromatographie (MEEKC), 
Kapillargelelektrophorese (CGE), isoelektrische Fokussierung (CIEF), Kapillar-
isotachophorese (CITP) und Kapillarelektrochromatographie (CEC). Die am häufigsten 
angewendete Technik ist die CZE. Aus diesem Grund werden die Begriffe CZE und CE 
sehr häufig als Synonym verwendet. Die Probenauftragung erfolgt bei der CZE als 
schmales Band. Nach dem Anlegen eines elektrischen Feldes bewegt sich jede 
Komponente der Probe aufgrund ihrer Mobilität, so dass sich im Idealfall reine Zonen mit 
jeweils nur einer Komponente ausbilden.  
1.2 Kapillarelektrophorese (CE) 
1.2.1 Entwicklung der Kapillarelektrophorese 
 
Der Schwede Arne Wilhelm Kaurin Tiselius (1902 - 1971) legte die Grundlagen für die 
analytische Nutzung der Elektrophorese, wofür er 1948 den Nobelpreis für Chemie „für 
seine Forschungen zur Elektrophorese und Adsorption in der Analytik, insbesondere für 
seine Entdeckungen über die komplexe Natur von Blutserum-Proteinen“ erhielt[27]. Zu 
dieser Zeit waren Papier- oder Gelelektrophorese gebräuchlich. Diese Verfahren wiesen 
einige Nachteile auf. Es gab Probleme in der Detektion, da die getrennten Substanzen 
auf dem Träger erst angefärbt werden mussten. Jedoch konnte die Bildung Joule´scher 
Wärme, die durch das Anlegen hoher Spannungen hervorgerufen wird, zur Austrocknung 
des Trägers führen. Im Gegensatz dazu führen niedrige Spannungen zu stark 
verlängerten Analysenzeiten. Die Trennleistung niedermolekularer, strukturähnlicher 
Substanzen war sehr gering. Um diese Nachteile zu beheben, führten Jorgenson und 
Lukacs 1981 die Quarzkapillare in die Elektrophorese ein[28]. Aufgrund des geringen 
Innendurchmessers der Kapillaren war das Problem der thermischen Konvektion deutlich 
reduziert. Die Wärmeentwicklung innerhalb der Kapillare wird heutzutage durch 
Kühlungssysteme kompensiert.  
1.2.2 Trennprinzip der Kapillarelektrophorese  
 
Das Prinzip der Elektrophorese beruht auf der Wanderung geladener Teilchen in einer 
Pufferlösung unter dem Einfluss eines elektrischen Gleichstromfeldes[29-31]. Ein geladenes 
Teilchen mit der Ladung q erfährt in einem elektrischen Feld der Feldstärke E folgende 
Kraft F1. 
EqF1    (1) 
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Gleichzeitig wirkt, nach dem Gesetz von Stokes, auf dieses Teilchen eine Gegenkraft F2.  
ep2 νrηπ6F   (2) 
Hierbei ist η die Viskosität und r der Stokesche Radius des Ions, der auch die Solvathülle 
mit beinhaltet. Eine direkte Bestimmung der Wanderungsgeschwindigkeit vep aufgrund 
der molekül- und pufferspezifischen Größen ist jedoch nicht möglich, da der Stokesche 
Radius meist nicht bekannt ist und mit dem messbaren Ionenradius in Kristallgittern nicht 
korreliert. Die Zahl 6 gilt unter Annahme sphärischer Teilchen und ist kleiner für kleine 
Ionen, deren Größe den Lösungsmittelmolekülen entspricht[31]. Betrachtet man den 
Gleichgewichtszustand, ergibt sich daraus die Gleichung 3 zur Wanderungs-
geschwindigkeit vep im elektrischen Feld.  
rηπ6
Eq
ν ep


  (3) 
Die elektrophoretische Mobilität µep der Ionen errechnet sich mit der folgenden Gleichung. 
rηπ6
q
E
ν
μ
ep
ep

  (4) 
Aus Gleichung 4 ist ersichtlich, dass mit steigender Ladung des Teilchens die 
elektrophoretische Mobilität zunimmt. Ein größerer Radius r dagegen führt zu einer 
geringeren Mobilität. Somit weisen kleine und mehrfach geladene Teilchen eine höhere 
elektrophoretische Mobilität auf als Teilchen mit großem Radius und geringerer 
Ladungsdichte.  
Bei unbehandelten Kapillaren werden die Silanolgruppen der Innenwand teilweise 
deprotoniert und diese dadurch negativ geladen, wenn der pH-Wert der sich darin 
befindenden Pufferlösung größer als 2,5 ist. Elektrostatische Anziehungskräfte führen zur 
Ausbildung der Stern´schen Doppelschicht, wobei Kationen aus der Pufferlösung in einer 
starren und einer diffusen Schicht an die innere Oberfläche der Kapillare angelagert 
werden. Unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes bewegen sich die positiv 
geladenen Ionen aus der diffusen Grenzschicht in Richtung Kathode. Aufgrund des 
osmotischen Effekts, welcher durch diese Bewegung hervorgerufen wird, entsteht ein 
Nettostrom des Puffers in Richtung Kathode. Dieser wird als elektroosmotischer Fluss 
(EOF) bezeichnet.  
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Die elektroosmotische Mobilität μeo
 
ist dabei abhängig von den Dielektrizitätskonstanten 
des Mediums εr und des Vakuums ε0, der Viskosität des Puffers η und vom Zeta-Potential 
ζW an der inneren Kapillarwand.  
η
ζεε
μ W0reo

  (5) 
Die effektive Gesamtmobilität µeff der Teilchen im elektrischen Feld setzt sich aus der 
elektrophoretischen und elektroosmotischen Mobilität zusammen. 
eoepeff μμμ   (6) 
Die Gesamtmobilität kann somit maßgeblich durch Verringerung der Viskosität erhöht 
werden. Bei hohen Konzentrationen besitzt der Puffer eine hohe Viskosität, wodurch die 
effektive Mobilität verringert ist, was zu langen Migrationszeiten führen kann. Um diesem 
Phänomen entgegenzuwirken, kann dem Puffer ein organisches Lösungsmittel zugesetzt 
werden, da dieses eine kleinere Viskosität als Wasser aufweist. Dabei fällt die Wahl sehr 
oft auf Methanol (MeOH) oder Acetonitril (ACN), deren Viskositäten bei Raumtemperatur 
(RT) bei 0,551 resp. 0,345 mPa·s liegen [32]. Entscheidend ist jedoch die Viskosität der 
Wasser-Lösungsmittel-Gemische. Hier liegt der Vorteil beim ACN, da die Viskosität von 
Alkohol-Wasser-Mischungen wesentlich höher ist als von Wasser (0,891 mPa·s bei RT), 
resp. ACN-Wasser-Mischungen[33]. Aus diesem Grund finden letztgenannte häufiger 
Anwendung in chromatographischen Methoden, wie HPLC oder CEC. 
1.3 Kapillarelektrochromatographie (CEC) 
Die CEC wird als „Hybrid-Technik“ aus HPLC und CZE bezeichnet[34-38]. Der Grund liegt 
in der Verknüpfung der hohen Selektivität durch Verwendung spezifischer stationärer 
Phasen aus dem Bereich der HPLC und der hohen Trenneffizienz der CZE. Die 
Fortbewegung von Substanzen erfolgt wie bei der CZE durch den Einfluss des 
elektrischen Feldes, wobei durch die Wechselwirkungen mit der stationären Phase 
verbesserte Trennungen erreicht werden können. Im Gegensatz zur CZE ist diese 
Interaktion erwünscht, da eine Erhöhung der Effizienz erzielt wird[39]. Aus diesen Gründen 
finden in der CEC Vorgänge der Migration und Retention statt. Durch die angelegte 
Spannung führt der EOF als Pumpe zu verringerten Bodenhöhen, da das für die CZE 
charakteristische stempelförmige Profil entsteht und nicht der parabolische Fluss, wie in 
der HPLC. Die Verweildauer der Analyten in der Kapillare bis zur Detektion wird im 
Gegensatz zur CZE jedoch als Retentionszeit bezeichnet.  
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Erstmalig untersuchte Pretorius 1974 diese Hybridtechnik bei der Auftrennung von 
Steroiden. Dabei verwendete er zwei Kieselgelplatten, wobei an einer der Platten ein 
Strom von 2000 V·cm-1 angelegt wurde. Eine bessere Trennung wurde auf der 
stromdurchflossenen Platte erzielt[40]. In einem elektrisch angetriebenen System ist die 
Geschwindigkeit zwar von der Größe des Analyten, aber nicht vom Partikeldurchmesser 
der stationären Phase abhängig. Dadurch können für die Befüllung von Kapillaren 
unterschiedliche Materialien verschiedenster Größen verwendet werden. Jedoch erst 
15 Jahre nach Pretorius entwickelte man Kapillaren mit sehr kleinen Durchmessern zur 
Reduzierung der Wärmeentwicklung. Die durch Konvektionen hervorgerufenen 
schlechten Trennungen wurden vermieden[41]. Aus der Gleichung 7 nach Knox et.al wird 
ersichtlich, dass der Temperaturunterschied ΔT mit dem Quadrat des 
Kapillardurchmessers dc steigt (Q - Wärmeentwicklungsrate pro Volumeneinheit der 
Kapillare, K - Wärmeleitfähigkeit)[42]. 
K16
dQ
T
2
c


  (7) 
 
Betrachtet man die stationären Phasen in der CEC, so unterscheidet man in erster Linie 
zwischen Open-Tubular-Kapillaren (OT-Kapillaren) und gefüllten Kapillaren. Bei 
OT-Kapillaren ist die innere Oberfläche beschichtet und man findet diese sehr häufig in 
GC-Applikationen. Bei den gefüllten Kapillaren differenziert man zwischen quervernetzten 
Polymeren (Monolithe) und gepackten Kapillaren, welche mikrosphärische 
Feststoffpartikel enthalten. Beide bilden ein 3D-Netzwerk, welches die Kapillare ausfüllt. 
1.3.1 Gepackte Kapillaren 
 
Der Aufwand zur Herstellung von gepackten Kapillaren mit mikrosphärischen 
Feststoffpartikeln ist höher als bei der Fertigung von Monolithen. In Anlehnung an die 
Flüssigkeitschromatographie fanden zunächst Kapillaren auf der Basis von Kieselgel 
große Anwendung in der CEC. Später setzte man diese zu n-Octadecyl- und n-Octyl-
modifizierten chemisch gebundenen Phasen um und erhielt bessere Trennungen für 
Proteine und Peptide, ähnlich der HPLC[43]. Bisher ist die Umkehrchromatographie die 
Methode der Wahl für die Trennung von Peptidgemischen. Bei der Verwendung von 
gepackten Kapillaren ist es sehr wichtig, die Partikel vor dem „Auslaufen“ zu schützen. 
Dieses erfolgt durch das Brennen von Fritten. Die gepackten Kapillaren weisen 
gegenüber den Open-Tubular-Kapillaren kürzere Retentionszeiten und größere Säulen-
Kapazitäten auf. 
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Kapillaren mit octadecylsilylierten Partikeln weisen keine Eigenladung auf. Da man für 
Neutralteilchen allerdings den EOF benötigt, um diese zur Kathode und somit in Richtung 
des Detektors zu transportieren, fand eine Anpassung der mobilen Phase statt. Dieses 
wurde durch den Zusatz von Natriumdodecylsulfat (SDS), unterhalb der kritischen 
Mizellbildungskonzentration, ermöglicht. Durch die Wechselwirkung mit der RP-Phase 
konnte die Trennung von Neutralstoffen erreicht werden[44-48]. Um die Abhängigkeit eines 
Mizellbildners in der mobilen Phase zu umgehen, verwendete man für die Befüllung der 
Kapillaren gemischte Partikel, welche neben octadecylsilylierten Gruppen Ionen-
austauscher enthielten, um die Ladung der Oberflächen zu erhöhen. Die Mobilität 
verändert sich bei der Verwendung gepackter Säulen nach Overbeek et al. aus 
Gleichung 5 zu Gleichung 8, wobei ζP das Zetapotential der Partikeloberfläche und gepackt 
sowie offen die Leitfähigkeit einer gepackten resp. offenen Kapillare ist
[49]. 
 
  
Gepackte Kapillaren neigen dazu, Gasbläschen während der Messung zu bilden, was auf 
ein unzureichendes Sintern des Packungsmaterials an den eingearbeiteten Fritten 
zurückzuführen ist. Die gebildeten Gase sind der Grund für Schwankungen oder einen 
möglichen Zusammenbruch des Stromflusses während einer Analyse. Eine Entgasung 
des Puffers ist daher unbedingt notwendig. Ein weiterer Grund für die Entstehung der 
Gasbläschen ist die Temperaturerhöhung in der Kapillare, welche durch Anlegen eines 
Stroms in der CEC etwa 1000-mal größer ist als in der HPLC[41]. Ein angelegter 
Überdruck auf die Gefäße an Ein- und Auslass der Kapillare kann zur Reduktion der 
Gasbläschen führen[50]. 
1.3.2 Monolith-Kapillaren 
 
Monolithe sind „kontinuierliche Betten“, welche aus Polymeren bestehen. Ein Brennen 
von Fritten zum Schutz vor dem Austreten von Feststoffpartikeln aus der Kapillare ist bei 
den Monolithen somit nicht notwendig. Damit besitzen sie einen wesentlichen Vorteil 
gegenüber den gepackten Kapillaren.  
Die stabförmige Struktur innerhalb der Kapillare weist Poren auf. Die enthaltenen 
Polymere können entweder eine stark vernetzte und starre Struktur aufweisen[51-58] oder 
sind weiche, gelartige Gebilde[59-65].  
  




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


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η
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Einteilung von Monolithen 
Monolithe können organischer Natur oder basieren auf Kieselgel. Das Hauptaugenmerk 
der Entwicklung von Monolithen liegt in der Wechselwirkung der Analyten mit der 
Oberfläche des entsprechenden Polymers. So unterscheidet man generell zwischen 
hydrophoben[66-68] und hydrophilen[69-72] Polymeren. Zusätzlich können zur Monomer-
mischung Verbindungen in Form von Ionenaustauschern zugesetzt werden, die bei der 
Polymerisierung mit in das 3D-Netz eingebaut werden.  
Dabei unterscheidet man nach der Ausbildung ihrer Ladung und Ladungsstärke in vier 
Formen: 
- starke Kationenaustauscher (SCX) 
- schwache Kationenaustauscher (WCX) 
- starke Anionenaustauscher (SAX) 
- schwache Anionenaustauscher (WAX) 
 
Für die Analytik von Peptiden finden je nach Art der Struktur verschiedene Monomere 
Einsatz (Tabelle 2). 
Tabelle 2. Auswahl von beschriebenen Austauscher-Monomeren (SCX, WCX, SAX, WAX) für Monolithe. 
Ionen-
austauscher 
Austauscher-
funktion 
Beispielstruktur eines 
Austauscher-Monomers 
(mit Ladung) 
Literatur 
starke  
Kationen- 
Austauscher (SCX) 
R-SO3H 
 
[37;73;74] 
schwache 
Kationen- 
Austauscher (WCX) 
R-COOH 
 
 
[75;76] 
R-OPO3H
_
R 
 
[77] 
starke  
Anionen- 
Austauscher (SAX) 
R-N(CH3)3Cl 
 
[78;79] 
R-N(CH3)3Cl 
 
[80] 
schwache  
Anionen- 
Austauscher (WAX) 
R-NH3Cl 
 
 
[81;82] 
NH
CH3
CH2
O
CH3
SO3
O
CH2
O
O
N
+
CH3
CH3
CH3
CH2
O
NH
CH2
O
N
+
CH3
CH3
CH3
Si
O
O
O
CH3
CH3
CH3
NH3
+
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Weiterhin lassen sich Monolithe nach der Art ihres Lösungsmittels der Monomere, 
welches während der Polymerisation als Porenbildner fungiert, einteilen. Ein wichtiger 
Aspekt bei der Herstellung von Monolithen ist das Lösungsvermögen der Monomere. Zu 
Beginn der Entwicklung wurden Monolith-Polymere auf rein wässriger Basis hergestellt, 
die erstmals 1997 von Ericson und Hjerten beschrieben wurden[53]. Ein wässriger 
Phosphatpuffer diente nicht nur als Lösungsmittel für 2-Hydroxyethylmethacrylat und 
Piperazindiacrylat, sondern auch als Porenbildner bei der anschließenden 
Polymerisation. Neben Acrylaten wurden auch Monolithe auf der Basis von Acrylamid 
entwickelt, wobei Piperazin- oder Methylenbisacrylamid als Quervernetzer verwendet 
wurden. Die Polymerisation wurde häufig durch Ammoniumperoxodisulfat in Kombination 
mit Tetramethylethylendiamin (TEMED) gestartet. Durch den Einsatz einer Dispersion 
von Octadecylmethacrylat in Wasser erzeugten Ericson et al. einen Monolithen mit 
Umkehrphase[65]. Trotz des Erfolges rein wässrige Monomerlösungen zur Polymerisation 
zu verwenden, konnte aufgrund der schlechten Wasserlöslichkeit einiger Monomere nicht 
auf einen Anteil an organischen Lösungsmitteln verzichtet werden. Auch dabei diente das 
Lösungsmittel gleichzeitig als Porogen. Vor allem bei der Verwendung hydrophober 
Monolithe war die Entwicklung von nicht-wässrigen Lösungen und Dispersionen 
erforderlich. Der Gebrauch von organischen Lösungsmitteln brachte den Vorteil, die 
Poreneigenschaften zu kontrollieren. Palm und Novotny verwendeten Mischungen aus 
N-Methylformamid und wässrigen Puffersystemen, um eine homogene Polymerisations-
lösung aus Acrylamid, Methylenbisacrylamid und verschiedenen Alkylacrylaten (C4, C6 
und C12) herzustellen
[83]. Mit diesen Monolithen konnten aromatische Kohlenwasserstoffe, 
aber auch Kohlenhydrate und besonders kurzkettige Peptide mit einer Kettenlänge von 
zwei bis sechs Aminosäuren getrennt werden[83]. Neben Acrylamid und Acrylaten wurden 
auch auf Polystyren basierende Monolithe entwickelt, welche zur Trennung von Peptiden 
genutzt wurden. Gusev et al. verwendete eine Mischung aus Chlormethylstyren und 
Divinylbenzen in Anwesenheit verschiedener Lösungsmittel als Porenbildner[84]. Der 
Zusatz von Aminen, wie N,N-Dimethyloctylamin, führte zu einer Reaktion mit 
Chlormethylstyren. Dadurch wurden quartäre Ammoniumfunktionen herbeigeführt und 
somit permanente positive Ladungen innerhalb der Kapillare erzeugt. Mit diesem RP-
Monolithen, der zum Ionenaustausch befähigt ist, ließen sich kleine isomere Tripeptide 
(Gly-Gly-Phe und Phe-Gly-Gly) sowie drei Angiotensine erfolgreich trennen.  
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Prinzip der Herstellung organischer Monolithe 
Die Präparation von Monolithen in Kapillaren findet typischerweise durch radikalische 
Polymerisation statt. Die Monomermischung enthält dafür Radikale, wie 
Azobisisobutyronitril (AIBN). Wie in der Abbildung 1 zu erkennen ist, wird die innere 
Oberfläche einer leeren Kapillare häufig mit Acrylsilylethern vorbehandelt. Dieser Schritt 
ist nicht obligat, führt jedoch zu stabileren Monolithen, da kovalente Bindungen zur 
Kapillarwand erzeugt werden. Die Kapillare wird mit der entsprechenden Monomerlösung 
befüllt (A) und beidseitig verschlossen. Um die radikalische Polymerisation auszulösen 
wird einerseits Wärme[85-87] in Form eines Wasserbads, zum anderen die Einstrahlung 
von UV-Licht[88-92], angewendet (B). Anschließend muss die Kapillare von überschüssigen 
Reagenzien befreit werden, was durch Anlegen eines Druckes oder einer Spannung an 
die Enden der Kapillare erfolgt (C). Vor den Messungen muss die Monolith-Kapillare mit 
der zu verwendeten mobilen Phase equilibriert werden. 
 
 
 
Abbildung 1. Allgemeines Prinzip zur Herstellung von Monolith-Kapillaren. 
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1.4 Elektromigrationsverfahren zur Charakterisierung von 
Enzymen 
Enzyme sind wichtige Biokatalysatoren für jeden lebenden Organismus. Sie katalysieren 
selektiv und effizient die chemischen Reaktionen der Zelle[93]. Verschiedene Techniken 
werden für Aktivitätsmessungen von Enzymen verwendet. Man unterscheidet heute 
hauptsächlich zwischen photometrischen, elektrochemischen, radiochemischen und 
trenntechnischen Verfahren. Welches analytische Verfahren angewendet wird, hängt 
sehr stark von den Kosten sowie der Verfügbarkeit der benötigten Ausstattung und 
Reagenzien ab. Elektromigrationsverfahren haben sich in den letzten 20 Jahren zu 
technisch ausgereiften Verfahren zur Charakterisierung von Enzymen entwickelt. 
1.4.1 Heterogener Enzymassay 
 
Beim heterogenen Enzymassay mittels CZE ist eine der Komponenten, häufig das 
Enzym, für die enzymatische Reaktion an der Oberfläche der Kapillare immobilisiert. Die 
Lagerung der Kapillare ist sehr wichtig für die Stabilität des Enzyms. Die Substrate 
befinden sich in der Pufferlösung und nach Umsetzung zu den Produkten können diese 
direkt in oder nach Verlassen der Kapillare gemessen werden. Man verwendet den 
heterogenen Enzymassay hauptsächlich zur Ermittlung von Substraten oder Inhibitoren 
für bestimmte Enzyme. 
1.4.2 Homogener Enzymassay 
 
Der homogene Enzymassay wird vorwiegend zur Ermittlung der Enzymaktivität 
verwendet. Bei diesem Assay sind drei verschiedene Methoden beschrieben. Hinsichtlich 
des Ortes der Enzymreaktion unterscheidet man in präkapillar, kapillar und postkapillar, 
wobei die zwei erstgenannten Methoden die häufigste Anwendung finden. Beim 
präkapillaren Assay wird dem Inkubat in vorbestimmten Intervallen ein Aliquot 
entnommen und die Enzymreaktion durch Abkochen oder Zusatz eines Stoffes zur 
Denaturierung beendet. Bevor die Probe mittels CZE vermessen wird, erfolgt zur 
Abtrennung des denaturierten Proteins eine Zentrifugation der Probe, um ein Verstopfen 
der Kapillare zu vermeiden. Eine Vereinfachung stellt der kapillare Assay dar. Dabei 
werden das Enzym und das Substrat einzeln in die Kapillare injiziert. Um dabei die 
Enzymreaktion und eine Trennung der einzelnen Reaktionskomponenten zu ermöglichen 
sind unterschiedliche elektrophoretische Mobilitäten des Enzyms und des Substrats 
notwendig. Zur ersten Methode sind über 100 verschiedene Enzymassays publiziert, 
wobei die Detektion mit UV-VIS, Fluoreszenz oder laserinduzierter Fluoreszenz erfolgt[94]. 
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1.4.3 Sirtuine - Enzymfamilie, Vorkommen, Funktionen 
 
Der Name „Sirtuine“ leitet sich von SIR (Silent Information Regulator) ab und beschreibt 
die Herabsetzung der Rekombination ribosomaler DNA[95]. Es handelt sich dabei um eine 
Familie von Enzymen, die man in vielen Bereichen des Lebens findet. Das am 
intensivsten untersuchte Sirtuin-Gen ist Sir2[96-98] und wurde erstmals 1979 in 
Saccharomyces cerevisiae von Klar et.al. entdeckt[99]. Zu dieser Zeit wurde für Sir2 noch 
der Begriff MAR1 (mating-type Regulator 1) verwendet. Etwa acht Jahre später wurden 
durch Rine und Herskowitz weitere Isoformen dieser Genregulatoren entdeckt und es 
fand eine Änderung der Nomenklatur statt[100]. Im menschlichen Organismus sind bisher 
sieben Sirtuine (SIRT1-7) beschrieben[95]. Sie regulieren, neben der DNA-Rekombination, 
Reparaturen an der DNA und sind für die chromosomale Stabilität sowie für die 
Langlebigkeit der Zellen mit verantwortlich. Abbildung 2 gibt einen Überblick über die 
zahlreichen Vorgänge, an denen Sirtuine in der menschlichen Zelle beteiligt sind. Die 
Sirtuine zählen zur Klasse 3 der Histondeacetylasen, katalysieren aber auch als 
NAD+-abhängige Deacetylase[101] die Modifizierung anderer Proteine, wie das p53 und 
können als Transferase von ADP-Ribosyl-Resten fungieren. SIRT1 und SIRT5 haben 
ausschließlich Deacetylase-Funktion, während die SIRT2 und SIRT3 zusätzlich eine 
Ribose auf Proteine übertragen können.  
An Proteinen z.B. Histonen können Modifizierungen in Form der Acetylierung an den 
ε-Aminofunktionen der Lysine stattfinden[102]. Die Sirtuine sind als Deacetylasen in der 
Lage, diese Acetylgruppen vom Lysin abzuspalten und auf NAD+ zu übertragen[103], 
wobei aus letzterem Nicotinamid freigesetzt wird (Abbildung 3). Durch diese Veränderung 
erhält die Aminosäure Lysin eine positive Ladung an der ε-Aminofunktion. Diese erhöht 
die Affinität der Histone für das negativ geladene Phosphatgerüst der DNA. Eine 
Blockierung der DNA für Transkriptionsfaktoren ist die Folge wodurch die DNA-
Transkription herunterreguliert wird. 
Bei der zweiten Funktion der Sirtuine als Mono-ADP-Ribosyl-Transferasen wird der 
ADP-Ribosyl-Rest aus NAD+ auf ein Protein übertragen, wobei ebenfalls Nicotinamid 
freigesetzt wird, welches die Enzymreaktion inhibiert[104]. 
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Abbildung 2. Zelluläre Funktionen von Sirtuinen (SIRT1-7) in einer menschlichen Zelle
[95]
. 
(Hemmung ┤, Aktivierung →) 
 
 
Abbildung 3. Prinzip der Deacetylierung von Proteinen durch SIRT1 am Beispiel der Histone. 
(Hemmung ┤, Aktivierung →). 
AcAc
Acetyl-CoA CoA
Genaktivierung
Chromatin
Silencing
Nicotinamid
+
O-Acetyl-
ADP-Ribose
NAD+
NAD+-Regenerierung
SIRT1
NAD+/NADH-Verhältnis ↑
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2 Zielsetzung 
Das Ziel dieser Arbeit, welche sich in drei Teile gliedert, war der Einsatz der 
Migrationsverfahren Kapillarzonenelektrophorese (CZE) und Kapillarelektrochromato-
graphie (CEC) zur Analytik von Peptiden. Zur Trennung von diastereomeren Peptiden 
gibt es nur wenige Untersuchungen durch Elektromigrationsverfahren, insbesondere 
durch CEC. Aus diesem Grund beschäftigt sich der erste Teil mit der Isomerentrennung 
von Aspartyl-Peptiden mittels CEC. Im zweiten Teil steht die Analytik des 
ACTH-Analogons Tetracosactid im Mittelpunkt. Der dritte Teil umfasst die Entwicklung 
eines Enzymassays für Sirtuine, da auf der Basis von Migrationsverfahren bisher kein 
Assay für die Charakterisierung dieser Enzymfamilie existiert.  
 
 
Daraus ergaben sich die folgenden Schwerpunkte:  
CEC-Trennung von Peptiden 
- Herstellung von Monolith-Kapillaren auf der Basis von Acrylamid- und 
Methacrylat-Monomeren durch in situ Polymerisation und Charakterisierung der 
Monolithe 
- Ermittlung des Einflusses der synthetisierten Monolithen und der 
Zusammensetzung der mobilen Phase auf die Trennung von isomeren Peptiden, 
insbesondere von diastereomeren Aspartyl-Peptiden 
 
Tetracosactid-Analytik 
- Untersuchung der Reinheit des ACTH-Analogons Tetracosactid mittels CZE-UV 
und CZE-MS 
 
Sirtuin-Enzym-Assay 
- Synthese von Peptidsubstraten für Sirtuine 
- Entwicklung und Validierung eines Elektromigrationsverfahrens zur Trennung der 
synthetisierten Modellpeptide 
- Test der Eignung des CE-Verfahrens zum Screening von Inhibitoren für Sirtuine 
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Manuskript 1 
 
Separation of peptide diastereomers using CEC and a hydrophobic 
monolithic column 
 
Ronny Ludewig, Jing Dong, Hanfa Zou, Gerhard K. E. Scriba. 
 
Journal of Separation Science 2010, 33, 1085 - 1089. 
 
In diesem Manuskript wurde das Trennverhalten von kurzkettigen Peptiddiastereomeren 
mit Hilfe der Kapillarelektrochromatographie unter Verwendung eines hydrophoben 
Monolithen untersucht. Weiterhin wurde der Einfluss der mobilen Phase durch 
Veränderungen in der Zusammensetzung untersucht. Die Isomere von α/β-L/D-Asp-L-
PheOMe und L-Phe-α/β-L/D-Asp-GlyOH konnten erfolgreich mit dieser Methode getrennt 
werden, wobei eine vollständige Signalauflösung letzterer durch CZE und HPLC nicht 
möglich war. Zusätzlich konnte die Trennung der Diastereomere des ACTH-Analogons 
Tetracosactid (24 Aminosäuren) mit dieser Methodik erreicht werden. 
 
Eigenanteil: Herstellung von Monolith-Kapillaren auf der Basis von Laurylmethacrylat, 
Auswahl der Peptiddiastereomere, Optimierung der Trennungen durch Veränderungen in 
der mobilen Phase, Auswertung der Daten, Erstellen des Manuskripts. 
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Manuskript 2 
 
A weak cation-exchange monolith as stationary phase for the separation of 
peptide diastereomers by capillary electrochromatography 
 
Ronny Ludewig, Sandor Nietzsche, Gerhard K. E. Scriba. 
 
Journal of Separation Science 2010, eingereicht. 
 
Gegenstand dieses Manuskripts war die Entwicklung eines hydrophilen Monolithen, 
welcher auf seine Trenneffizienz von isomeren Aspartyl-Peptiden unter Verwendung der 
Kapillarelektrochromatographie untersucht wurde. Für die Monolith-Kapillaren wurde 4-
Acrylamidobuttersäure in Kombination mit Acrylamid und Methylenbisacrylamid als 
Quervernetzer umgesetzt. Unterschiedliche Anteile an Porogen führten zu 
Veränderungen in der Trennung von Aspartyl-Peptiden. Der Einfluss der 
Zusammensetzung der mobilen Phase auf die analytische Trennung von diastereomeren 
Peptiden wurde untersucht und optimiert. 
 
Eigenanteil: Synthese des WCX-Monomers, Entwicklung der Monomermischungen und 
Herstellung von Monolith-Kapillaren, Auswahl der diastereomeren Peptide, Optimierung 
der Trennungen durch Veränderungen in der mobilen Phase, Auswertung der Daten und 
Elektronenmikroskopaufnahmen, Erstellen des Manuskripts. 
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Abstract 
A CEC weak cation-exchange monolith has been prepared by in situ polymerization of 
acrylamide, methylenebisacrylamide and 4-acrylamidobutyric acid in a decanol- 
dimethylsulfoxide mixture as porogen. The columns were evaluated by scanning electron 
microscopy and characterized with regard to the separation of diastereomers and 
/-isomers of aspartyl peptides. Column preparation was reproducible as evidenced by 
comparison of the analyte retention times of several columns prepared simultaneously. 
Analyte separation was achieved using mobile phases consisting of acidic phosphate 
buffer and acetonitrile. Under these conditions the peptides migrated due to their 
electrophoretic mobility but the EOF also contributed as driving force as a function of the 
pH of the mobile phase due to increasing dissociation of the carboxyl groups of the 
polymer. Raising the pH of the mobile phase also results in deprotonation of the peptides 
reducing analyte mobility. Due to these mechanisms each pair of diastereomeric peptides 
displayed the highest resolution at a different pH of the buffer component of the mobile 
phase. Comparing the weak cation exchange monolith to a reversed phase monolith and a 
strong cation-exchange monolith different elution order of some peptide diastereomers 
was observed clearly illustrating that interactions with the stationary phase contribute the 
CEC separations. 
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1 Introduction 
Peptides are an important class of compounds with a variety of physiological functions. 
With regard to their analysis essentially all separation techniques have applied including 
capillary electrochromatography (CEC) as summarized in several recent reviews [1-3]. 
CEC offers the advantage of the low dispersion of EOF-driven systems and the high 
selectivity of chromatographic phases. Open-tubular columns, columns packed with 
particulate stationary phases as well as monolithic organic or inorganic columns have been 
used in CEC. Especially the organic monoliths offer a variety of chemistries and 
functionalization [4-8]. They can be prepared easily and are not limited by problems 
regarding frit fabrication and column packing. Acrylamide- and acrylate-based monoliths 
are often used as this strategy allows the preparation of neutral or charged columns 
[3-5,7,8]. The monoliths are usually prepared by free radical polymerization of monomers 
and crosslinkers in a capillary with a suitable surface modification allowing the covalent 
attachment of the polymer to the capillary. The polymerization is initiated by heat, UV or 
gamma radiation, or redox reagents [8]. 
With regard to CEC peptide separations, mostly separations of peptides composed of 
natural L-configured amino acids have been published as summarized in [1-3]. Only few 
studies considered peptide stereoisomers. Comparing the separation of helical 18mer 
peptide diastereomers by capillary zone electrophoresis (CZE), micellar electrokinetic 
chromatography (MEKC) and CEC, Popa et al. noted higher resolution for most peptide 
diastereomers by CEC employing a C8-coated capillary in the presence of 25% 2,2,2-
trifluoroethanol or 25% ethanol compared with CZE or MEKC in bare fused-silica 
capillaries [9]. Schmid and coworkers separated the diastereomers and enantiomers of di- 
and tripeptides possessing one or two chiral centers on a capillary packed with a 
teicoplanin stationary phase [10]. Recently, a hydrophobic reversed phase (RP) monolith 
obtained by copolymerization of lauryl methacrylate and ethylene dimethacrylate was 
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shown to effectively separate positional isomers and diastereomers of short aspartyl 
peptides using a mobile phase composed of phosphate buffer, pH 2 - 3, and 40% (v/v) 
acetonitrile [11]. Under these conditions the peptides migrated as positively charged 
analytes and interaction with the stationary phase contributed to their separation. 
A cation exchange mechanism may also be considered for peptide CEC separations. CEC 
peptide analysis is typically performed using a RP [7,11] or a strong cation exchange 
(SCX) monolith [12, 13] although the use of a weak cation-exchange (WCX) monolith has 
been reported for peptide LC separations [14, 15]. To the best of our knowledge peptide 
CEC separations on a WCX monolithic column have not been reported to date. Therefore, 
the present study was conducted in order to evaluate the potential of a WCX monolith 
obtained from copolymerization of 4-acrylamidobutyric acid, acrylamide and 
methylenebisacrylamide for the separation of diastereomeric peptides. 
 
2 Materials and methods 
2.1 Chemicals 
Acrylamide, methylenebisacrylamide, γ-methacryloxypropyltrimethoxysilane (γ-MAPS) 
and azobisisobutyronitrile (AIBN) were purchased from the Sigma-Aldrich Chemie 
(Deisenhofen, Germany), 4-aminobutyric acid was from Acros Organics (Geel, Belgium), 
and dimethylsulfoxide (DMSO), decanol, HPLC grade acetonitrile, methanol and acryloyl 
chloride were from VWR International (Darmstadt, Germany). 4-Acrylamidobutyric acid 
was synthesized according to Camail et al. [16]. The diastereomers L/D-Ala-L-Phe were 
purchased from Bachem AG (Heidelberg, Germany) while the isomers and diastereomers 
/-D/L-Asp-L-PheOMe, L-Phe-/-D/L-Asp-GlyOH and L-Phe-/-D/L-Asp-GlyNH2 
were synthesized according to [17, 18]. All other chemicals were obtained from 
commercial sources at the highest purity available. Buffers and solutions were prepared in 
deionized, double distilled water, filtered (0.2 µm) and degassed by sonication. 
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2.2 Preparation of monolithic columns 
Fused-silica capillaries were pretreated by rinsing with 0.1 M NaOH for 1 h and water 
until the effluent reached pH 7.0. After flushing with methanol for 10 min, the capillaries 
were dried with nitrogen gas. They were subsequently filled with a 1:1 (v/v) solution of -
MAPS in methanol, sealed at both ends with rubber and submerged in a water bath of 
45°C overnight. Finally, the capillaries were rinsed with methanol and water. 40 mg 
acrylamide, 40 mg methylenebisacrylamide, 12 mg 4-acrylamidobutyric acid and 2 mg 
AIBN were added to a defined amount of a 25:19 (v/v) mixture of decanol and DMSO 
(typically 440 L). The mixture was sonicated for 20 min, purged with nitrogen for 
10 min and filled into the capillary by a manual syringe. The ends of the capillary were 
sealed with rubber and the capillary was submerged in a 60°C water bath for 24 h. The 
resulting monolithic capillary column was washed with methanol for about 2 h using a 
HPLC pump to remove unreacted monomers and porogens. The detection window was 
made by burning off 1-2 mm of the outer polyimide layer. The ashes of the organic 
monolith in the column were flushed out with methanol for 30 min with a HPLC pump. 
The column was flushed and equilibrated with the mobile phase at 12 kV for 30 min 
before running samples. The total lengths of the capillary columns were 27 cm, while the 
effective length was 20 cm. 
 
2.3 Instrumentation and chromatographic conditions 
All experiments were carried out on a Beckman P/ACE 5510 instrument (Beckman 
Coulter, Krefeld, Germany). Fused-silica capillaries (75 µm id, 375 µm od) were obtained 
from BGB Analytik (Schlossbröckelheim, Germany). A LC-6A HPLC pump (Shimadzu, 
Duisburg, Germany) and a manual syringe pump (Unimicro Technologies Inc., CA, USA) 
were used to flush the capillary columns. The mobile phases were prepared by mixing 
aqueous phosphoric acid and acetonitrile (ACN). The pH was subsequently adjusted using 
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diluted NaOH solution. The monolithic capillary was placed in the cartridge and flushed 
for about 20 min with the mobile phase using a manual syringe pump. Subsequently, the 
capillary was placed in the instrument and equilibrated with the mobile phase by applying 
a voltage of 12 kV until a stable baseline was obtained. Samples were injected 
electrokinetically at 1 to 10 kV. CEC experiments were carried out at a temperature of 
25°C, the detection wavelength was 214 nm. 
 
2.4 Scanning electron microscopy 
For preparation of the scanning electron microscopy (SEM) capillaries were glued 
vertically onto SEM stubs using an electrically conductive adhesive (Leit-C, Plano GmbH, 
Wetzlar, Germany). The capillaries were then sputter coated with gold (thickness approx. 
10 nm) using a SCD005 sputter coater (BAL-TEC, Liechtenstein) to prevent surface 
charging. Finally, the samples were investigated with a field emission (FE) SEM LEO-
1530 Gemini (Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen, Germany) at an electron energy of 8 
keV using the in-lens secondary electron detector. 
 
3 Results and discussion 
3.1 Column preparation and characterization 
The preparation of the WCX monolith followed the method described by Dong et al. for 
the synthesis of a SCX monolith [12] using a 25:19 (v/v) mixture of decanol and DMSO 
as porogenic solvent. The amount of the porogen was varied at 330 L (column 1), 
440 L (column 2) and 550 L (column 3) keeping the amount and composition of the 
monomers constant. The resulting monoliths were studied by SEM (Fig. 1). It can be 
clearly seen that continuous beds with macropores were formed and that an increasing 
amount of porogen led to larger pores. Subsequently, the chromatographic behavior of the 
monoliths was evaluated using a mobile phase consisting of a 20 mM phosphate buffer, 
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pH 2.0, containing 60% (v/v) ACN. The mixture of isomeric and diastereomeric Asp 
peptides, L-Phe-/-D/L-Asp-GlyNH2 was used as test analytes. Increasing the 
macropores, i.e. the amount of the porogenic system, resulted in a faster separation of the 
peptides but reduced plate numbers and slightly increasing peak tailing was also observed. 
For the tested peptides plate numbers between 110,000 and 170,000 were observed for 
column 1, plate numbers between 140,000 and 180,000 for column 2 and plate numbers 
between 100,000 and 155,000 for column 3. Nevertheless all 4 peptides could be 
successfully separated regardless of the size of the macropores. 
The dependence of the EOF on the pH of the mobile phase was studied for column 2 
between pH 2.0 and 5.0 using a 4:6 (v/v) mixture of 20 mM phosphate buffer and ACN. 
The EOF increased with increasing pH leveling off at pH values above 4 (Fig. 2). 
4-Aminobutyric acid has a pKa of 4.23 [19] but the actual pKa values of the carboxylic 
acid groups in the polymer are unknown. However, the increasing EOF demonstrates that 
deprotonation of the acid functions increases when increasing the pH of the mobile phase. 
Above pH 4 most carboxyl groups appear to be ionized resulting in a stable EOF.  
Overall, the EOF of the WCX monolith is weaker compared to the EOF of about 
1.65 x 10
-8
m
2
V
-1
s
-1
 reported for a SCX monolith containing sulfonated groups which was 
synthesized from a comparable reaction mixture where 2-acrylamido-2-methyl-
1-propanesulfonic acid was included instead of 4-aminobutyric acid [12]. 
The run-to-run reproducibility of CEC separations was evaluated for column 2 using 
L-Phe-/-D/L-Asp-GlyNH2 and L-Phe-/-D/L-Asp-GlyOH as analytes and a 20 mM 
phosphate buffer, pH 2.0, containing 60% (v/v) ACN as mobile phase. Intraday precision 
was determined by 6 repeated injections on the same day, interday precision was assessed 
by analyzing the samples in triplicate on 3 consecutive days. The retention times of the 
peptide isomers and the respective RSD values are summarized in Table 1. Intraday 
precision was better than 0.70% while interday precision ranged between 0.59% and 
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1.15%. These values are in the range of RSD data reported for other acrylamide-based 
monoliths [20, 21]. Furthermore, the reproducibility of the polymerization process was 
studied by comparison of 6 monolithic columns prepared from the same monomer 
solution (intercolumn precision). Values better than 5% were observed (Table 1) which 
are comparable to data reported in the literature for acrylate-based [15, 22, 23] and 
acrylamide-based monoliths [21]. 
 
3.2. Effect of mobile phase composition 
The separation of the Asp peptide isomers and diastereomers was studied as a function of 
the content of the organic modifier ACN as well as the pH and concentration of the 
aqueous buffer as well as using column 2. Increasing the amount of ACN from 40% to 
70% (v/v) in a 20 mM phosphate buffer, pH 2.0, resulted in shorter retention times and 
improved peak symmetry while peak resolution was not significantly affected. A 
concentration of 70% (v/v) ACN resulted in unstable currents and current breakdown so 
that a content of 60% (v/v) ACN was used in subsequent experiments.  
The dependence of the resolution of diastereomers of L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 and 
L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH on the concentration of a phosphate buffer, pH 2.0, 
containing 60% (v/v) ACN was studied in the range between 15 and 30 mM. A slight 
increase of the retention times with increasing buffer concentrations was found (data not 
shown). The effect of the buffer concentration on peak resolution of the diastereomers is 
summarized in Fig. 3. The highest resolution was observed at 20 mM. This is in contrast 
to the separation of the diastereomers of the Asp peptides on a neutral RP monolith where 
steadily increasing resolutions was observed when raising buffer concentration from 20 to 
50 mM [11]. Subsequently, 20 mM phosphate buffer was used in further experiments. 
The effect of the pH of a 20 mM phosphate buffer was studied between pH 2.0 and 4.0 at 
an ACN concentration of 60% (v/v). Generally, retention times increased with increasing 
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pH values. This may be attributed to the protonation equilibria of the stationary phase and 
the peptide analytes. The pKa values of the peptide analytes range between 2.2 and 3.8 
[24-26]. Moreover, all-L stereoisomers of small peptides are typically less acidic than the 
diastereomers with "mixed" stereochemistry of the amino acids [27, 28]. Thus, the 
peptides are positively charged at pH 2-3 while they become increasingly electroneutral 
zwitterions when increasing the pH of the mobile phase, thus, reducing their 
electrophoretic mobility. The -Asp peptides generally migrate slower than the 
corresponding -isomers due to their higher acidity. On the other hand, the negative 
charge of the monolith increases with pH as illustrated by the increasing EOF (Fig. 2). 
This may result in different interactions between the stationary phase and the peptide 
analytes depending on the pH. As a consequence, there is no optimum pH for the 
separation of all peptides as can be concluded from the resolution of the diastereomers of 
L-Phe-β-L/D-Asp-GlyNH2, L-Phe-β-L/D-Asp-GlyOH and /β-L/D-Asp-L-PheOMe 
as a function of buffer pH summarized in Table 2. The highest RS values were found at pH 
2.5 in the case of L-Phe-β-L/D-Asp-GlyOH, at pH 3.0 for L-Phe-β-L/D-Asp-GlyNH2 
while no common pH optimum existed in the case of /β-L/D-Asp-L-PheOMe. The -
isomers were best resolved at pH 3.5 while the optimum for the -isomers was found at 
pH 2.0.  
 
3.3 Comparison of WCX separation to SCX and RP monoliths 
The CEC separation of D/L-Ala-L-PheOH and L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH on the WCX 
monolith was compared to the elution behavior on a RP monolith prepared by 
polymerization of lauryl methacrylate [11, 29] and a strong SCX monolith based on 
2-acrylamido-2-methyl-1-propanesulfonic acid [12]. Fig. 4 summarizes the separations 
using a 20 mM phosphate buffer, pH 2.0, containing 40% (v/v) ACN as mobile phase. 
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This electrolyte was selected because 60% ACN led to instable currents when using the 
RP monolith. While separations of D/L-Ala-L-PheOH were observed using all 3 types of 
monoliths, L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH could only be analyzed on the WCX and RP 
monolith. The analytes were not detected within 60 min on the SCX column presumably 
due to strong electrostatic interactions between the positively charged peptides and the 
negatively charged stationary phase. In the case of D/L-Ala-L-PheOH the WCX and RP 
monoliths gave comparable isomer separations with regard to peak resolution and analysis 
time (Fig. 4A and 4B), while especially considerably longer retention times were found 
for the SCX monolith (Fig. 4C). This may be explained by stronger interactions of the 
positively charged peptides with the negatively charged SCX monolith compared to the 
uncharged RP column and the only slightly negatively charged WCX monolith using the 
pH 2.0 buffer component. Moreover, the elution order of Ala-PheOH is reversed with the 
D/L-diastereomer eluting first when using the SCX column. 
The separation of the L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH isomers was comparable on both 
monoliths. However, opposite elution order was observed for the -Asp diastereomers 
with the LL-stereoisomer eluting faster on the RP monolith (Fig. 4D) while the LD-epimer 
eluted faster on the WCX column (Fig. 4E). Moreover, it is interesting to note that the 
diastereomers L-Phe--L/D-Asp-GlyOH could not be separated by CZE [18, 30]. This 
clearly illustrates the fact that the CEC separation is not only based on electrophoretic 
migration of the analytes but that chromatographic interactions with the stationary phase 
contributed to the separation. The fact that the separation is not solely based on a 
chromatographic principle can be concluded from the observation that the /-D-Asp 
isomers coeluted on a RP-18 column in HPLC [18]. 
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4. Conclusions 
A WCX monolith was synthesized by copolymerization of 4-acrylamidobutyric acid, 
acrylamide and methylenebisacrylamide in the presence of decanol/DMSO as porogen. 
Using acidic mobile phases containing ACN as organic modifiers the peptides migrated 
due to their electrophoretic mobility as charged compounds. Raising the pH of the buffer 
component resulted in lower mobility due to the deprotonation of the peptides. On the 
other hand, upon increasing the pH of the mobile phase the magnitude of the EOF 
increased caused by the deprotonation of the carboxylic acid groups, thus, contributing 
also to the elution of the analytes. As a consequence no optimum pH was found for the 
diastereomer separation of all Asp peptides due to the interplay of analyte and stationary 
phase deprotonation. Interaction with the stationary phase contributed to the peptide 
separations. This became evident comparing the elution order of the peptides on different 
types monolithic columns in CEC. Furthermore, the separation of all isomers of L-Phe-
/-L/D-Asp-GlyOH, which could not be achieved either by CZE or HPLC [18, 30], 
could be observed using either the RP monolith or the WCX monolith. The example 
illustrates that CEC offers additional selectivities and separation mechanisms and may be 
superior to CZE and HPLC in some cases.  
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Table 1 Intraday, interday and intercolumn retention times, tR, and precision of L-Phe-
/-L/D-Asp-GlyNH2 and L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH. 
 
Phe-Asp-GlyNH2 Phe-Asp-GlyOH 
-LD -LL -LL -LD -LD -LL -LL -LD 
tR intraday [min] 
(n = 6) 
5.28 5.59 5.95 6.94 5.41 5.67 6.22 6.68 
RSD [%] 0.34 0.35 0.09 0.18 0.59 0.66 0.58 0.69 
tR interday [min] 
(n = 3) 
5.30 5.61 5.98 6.99 5.46 5.72 6.27 6.74 
RSD [%] 0.59 0.65 0.81 0.91 1.15 1.07 1.02 1.12 
tR intercolumn [min] 
(n = 6) 
5.43 5.65 6.07 7.10 5.43 5.77 6.49 6.57 
RSD [%] 3.27 3.07 2.93 2.58 3.88 4.07 4.30 4.91 
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Table 2 Resolution, RS, of /-L/D-Asp-L-PheOMe, L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 and 
L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH diastereomers as a function of the pH of the 
mobile phase buffer. 
pH 
Resolution 
Asp-PheOMe Phe-Asp-GlyNH2 Phe-Asp-GlyOH 
LL/DL LL/DL LL/LD LL/LD LL/LD LL/LD 
2.0 0.86 2.68 2.36 5.13 1.62 2.22 
2.5 1.12 1.11 3.12 8.27 5.66 4.69 
3.0 1.53 0.82 6.25 9.67 1.40 1.90 
3.5 1.95 n.s. 5.37 6.81 n.s. n.s. 
4.0 1.06 n.s. 4.89 3.26 n.s. n.s. 
 
n.s., not separated 
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Figure legends 
Figure 1 Scanning electron micrographs of the WCX monolithic column 1 (A), column 
2 (B) and column 3 (C) and the separation of L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2. 
A1, B1 and C1 are the center section of the monoliths, A2, B2 and C2 are the 
edge section of the monoliths. A3, B3 and C3 show electrochromatograms of 
the CEC separation. Experimental conditions: 75 m id, 375 m od capillaries, 
20 cm effective length, 27 cm total length; 20 mM phosphate buffer, pH 2.0, 
containing 60% (v/v) acetonitrile; 12 kV; 214 nm. 
 
Figure 2 Velocity of the EOF as a function of the buffer pH. Experimental conditions: 
75 m id, 375 m od capillaries, 20 cm effective length, 27 cm total length; 20 
mM phosphate buffer, containing 60% (v/v) acetonitrile. 
 
Figure 3 Resolution (RS) of the peptide diastereomers as a function of the buffer 
concentration. ■, L-Phe--L/D-Asp-GlyNH2; □, L-Phe-β-L/D-Asp-GlyNH2;  
●, L-Phe--L/D-Asp-GlyOH; ○, L-Phe-β-L/D-Asp-GlyOH.  
For experimental conditions see Fig. 1. 
 
Figure 4 CEC separation of L/D-Ala-L-PheOH (A - C) and L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH 
(D, E) on the RP monolith (A, D), the WCX monolith (B, E) and the SCX 
monolith (C). Experimental conditions: 75 m id, 375 m od capillaries, 20 cm 
effective length, 27 cm total length; 20 mM phosphate buffer, pH 2.0, 
containing 40% (v/v) acetonitrile; 12 kV; 214 nm. x, unknown synthetic 
impurity. 
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Manuskript 3 
 
Development of a capillary electrophoresis-based assay of sirtuin enzymes 
 
Yi Fan, Ronny Ludewig, Diana Imhof, Gerhard K. E. Scriba. 
 
Electrophoresis 2008, 29, 3717 - 3723. 
 
Dieses Manuskript befasst sich mit der Entwicklung neuer Modellsubstanzen für einen 
Sirtuin-Enzym-Assay durch Festphasenpeptidsynthese. Alle Peptide enthalten Lysin, 
resp. N-ε-Acetyl-Lysin. Zur Erhöhung der Detektionsempfindlichkeit wurde bei der 
Synthese auf die Abspaltung der Fmoc-Gruppen am N-Terminus verzichtet. Die 
Trennung der acetylierten und nicht-acetylierten Peptide sowie Nicotinamid, welches 
Nebenprodukt der Enzymreaktion ist, wurde mittels Kapillarelektrophorese untersucht, 
optimiert und die analytische Methode für einen pre-column Assay validiert. 
 
Eigenanteil: Synthese der peptidischen Modellsubstanzen, Methodenentwicklung und 
Validierung der Trennung der Fmoc-Peptide mittels CZE, Mitwirkung an der Erstellung 
des Manuskripts. 
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Manuskript 4 
 
9-Fluorenylmethoxycarbonyl-labeled peptides as substrates in a capillary 
electrophoresis-based assay for sirtuin enzymes 
 
Yi Fan, Ronny Ludewig, Gerhard K. E. Scriba. 
 
Analytical Biochemistry 2009, 387, 243 - 248. 
 
Ausgehend vom Manuskript 3 wurden die drei Fmoc-gelabelten acetylierten 
Modellsubstanzen Fmoc–Lys-Lys(Ac)NH2, Fmoc–Lys-Lys(Ac)LeuNH2 und 
Fmoc-Arg-His-Lys-Lys(Ac)NH2 an zwei humanen Sirtuinen getestet. Die Deacetylierung 
wurde mittels validierten CZE-Verfahren charakterisiert. Die kinetischen Daten der 
jeweiligen Enzymreaktion (SIRT1 und SIRT2) wurden ermittelt. Weiterhin wurden IC50-
Werte durch den Einsatz verschiedener Inhibitoren der Sirtuine evaluiert. 
 
Eigenanteil: Vermessung der Inkubationsproben mittels CZE und Auswertung der Daten, 
Mitwirkung an der Erstellung des Manuskripts. 
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4 Bisher unveröffentlichte Ergebnisse 
Tetracosactid und Untersuchungen zur Reinheit 
Beim Tetracosactid (Synonym: Synacthen, AAC: SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYP) 
handelt es sich um ein synthetisches ACTH-Analogon, welches im Gegensatz zum ACTH 
mit 39 Aminosäuren nur aus den ersten 24 Aminosäuren besteht (Abbildung 4).  
Tetracosactid ist im Europäischen Arzneibuch monographiert. Bei der Prüfung auf 
verwandte Substanzen wird eine HPLC durchgeführt, wobei bisher nur zwei 
Verunreinigungen aufgenommen worden sind[11]. In Position 4 befindet sich ein 
Methionin, das als Sulfoxid (SO-Met) vorliegen kann (impurity A). Bei der zweiten 
Verunreinigung (impurity B) handelt es sich vermutlich um ein Diastereomer des 
Tetracosactids, bei dem in Position 16 ein D-Lysin, statt der natürlich vorkommenden 
L-Form eingebaut ist (Abbildung 4). Die Trennung der Diastereomere Tetracosactid und 
D-Lys16-Tetracosactid mittels CEC ist im Manuskript 1 beschrieben. Weiterhin wurden 
verschiedene Tetracosactid-Chargen auf mögliche Verunreinigungen mit den 
analytischen Methoden CZE resp. CE-ESI-MS untersucht. 
 
Abbildung 4. Struktur des L-Lys
16
-Tetracosactids, abgeleitet vom natürlich vorkommenden ACTH.  
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Tetracosactid-Analytik mittels CZE-UV 
Tetracosactid enthält genau acht basische Aminosäuren. Der isoelektrische Punkt (pI) 
des ACTH liegt bei 10,5[105], wonach ab einem pH-Wert von 9,0 das Peptid positiv 
geladen vorliegt. Zur Analytik des Tetracosactids mittels CZE wurde ein saurer 
Phosphatpuffer genutzt, damit alle eventuell vorhandenen Verunreinigungen und das 
Tetracosactid protoniert vorliegen. Aufgrund der Kettenlänge von 24 Aminosäuren kommt 
es in der Kapillare zur Oberflächenadsorption, was zu einer hohen Peakbreite führt 
(Abbildung 5 A). Um die Signalbreite gering zu halten, wurde für ein dynamisches 
Coating dem Phosphatpuffer Diethylentriamin zugesetzt. Durch Optimierung traten eine 
Verbesserung der Trennung und eine Erhöhung der Peakschärfe ein (Abbildung 5 B). 
Dennoch konnte keine vollständige Trennung des Sulfoxids vom Tetracosactid erreicht 
werden.  
 
Abbildung 5. CZE-Analytik von Tetracosactid (2) und zwei potentiellen Verunreinigungen. 
(1= D-Lys
16
-Tetracoscatid, 3 = Tetracosactid-Sulfoxid); Messbedingungen: A: Phosphatpuffer 100 mM,  
pH 2,5; B: Phosphatpuffer 100 mM, + Diethylentriamin 80 mM, pH 2,5; 
weitere Bedingungen: unbehandelte Quarzkapillare, 30/37 cm, 50 µm I.D., Spannung: 15 kV 
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Tetracosactid-Analytik mittels CZE-MS 
Um genauere Aussagen zur Qualität von Tetracosactid-Chargen zu treffen wurden 
Messungen mittels CZE-ESI-MS durchgeführt. Die Abbildung 6 zeigt den 
Gesamtionenstrom einer Tetracosactid-Charge nach CZE-MS-Messung. Durch die 
Verwendung eines 0,5 M Formiatpuffers konnte das D-Lys16-Tetracosactid 
(Migrationszeit 6,3 min) vom Hauptpeak (Migrationszeit 6,6 min) getrennt werden. Das 
Sulfoxid wies jedoch die gleiche Migrationszeit wie die Hauptkomponente auf. Weitere 
Substanzen mit Migrationszeiten von 5,8 bis 7,1 min sowie 8,8 min wurden detektiert. 
Durch Extraktion der einzelnen Ionenspuren, welche sich aus dem Masse-Ladungs-
Verhältnis im ESI-MS ergeben, erhält man die in Abbildung 7 dargestellten 
Elektropherogramme. Insgesamt wurden mit dieser Methode 16 Peptid-Fragmente 
ermittelt. Die erhaltenen Massenspektren wiesen die Signale in Form von [Mr+3H]
3+ auf, 
welche anschließend durch Ladungsentfaltung den Fragmenten zugeordnet werden 
konnten. Bei diesen Fragmenten handelt es sich um Verunreinigungen aus der 
Peptidsynthese, was an der jeweiligen Verkürzung um eine Aminosäure zu erkennen ist. 
Die mit X bezeichneten Signale stammen aus der Fragmentierung der Hauptsubstanz 
während der CZE-ESI-MS-Messungen. Das erste Fragment in Abbildung 7, welches eine 
Retentionszeit von 8,8 min aufweist, ist vermutlich durch Spaltung zwischen Gly14 und 
Lys15 entstanden, kann aber auch ein Nebenprodukt der Festphasenpeptidsynthese sein. 
 
Abbildung 6. Elektropherogramm des vollständigen Ionenstroms der CZE-ESI-MS-Messung einer 
Tetracosactid-Charge. 
CZE: unbehandelte Quarzkapillare, 50/62 cm, 50 µm I.D.; 0,5 M Formiat-Puffer, pH 2,0; Spannung 15 kV; 
ESI-TOF-MS: micrOTOFQ (Bruker Daltonik), Sheath-Liquid: Isopropanol/Wasser 50/50 mit 0,2 % HCOOH 
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Abbildung 7. Elektropherogramme der durch CZE-ESI-MS erhaltenen Ionenspuren mit gleichzeitiger 
Darstellung der Peptid-Fragmente einer Tetracosactid-Charge (C005).  
X = Fragmentierung des Hauptpeaks 
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Für den Vergleich zweier Tetracosactid-Chargen auf Verunreinigungen wurden neben 
dem Diastereomer (Peak-Nr. 6) die acht Fragmente mit den größten Signalstärken für die 
Auswertung betrachtet (Tabelle 3). Da in der CZE eine Trennung nach Masse-Ladungs-
Verhältnis erfolgt, kommt es zur Co-Migration einzelner Fragmente (mit * bezeichnet). Ein 
kleineres Peptid kann durch geringere positive Ladung eine kleinere Mobilität aufweisen 
als ein größeres Peptid höherer Ladung. Da die Anzahl der basischen Aminosäuren 
(Tabelle 3) in einem sauren Formiat-Puffer mit der Zahl der positiven Ladungen korreliert, 
werden einige Peptid-Fragmente (Peak-Nr. 8-10) erst nach dem Tetracosactid detektiert. 
Der Vergleich zweier Chargen des Tetracosactids, in denen die Massenspuren farblich 
hervorgehoben sind, zeigen deutliche Unterschiede in den Elektropherogrammen in 
Abbildung 8. Während die Charge C006 weniger D-Lys16-Tetracosactid und andere 
Fragmente enthält als die Charge C005, weisen beide Proben etwa dieselbe 
Konzentration an SYSMEHFRWGKPVG (Peak-Nr. 10) auf. 
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Tabelle 3. Zuordnung der ermittelten Massen zu den Peptid-Fragmenten resp. Signalen der Abbildung 8. 
*Co-Migration ermittelter Fragmente; **D-Lys
16
-Tetracosactid 
 
 
 
Abbildung 8. Elektropherogramme der extrahierten Ionenspuren zum Vergleich der Chargen C005 und 
C006 des Tetracosactids, normiert auf 10 % des Hauptpeaks. Zuordnung der Signale siehe Tabelle 3; 
Messbedingungen: siehe Abbildung 6; *Co-Migration betrachteter Fragmente, farbige Signale unter der 
Fläche des Hauptpeaks (7) stammen aus der Fragmentierung des Tetracosactids bei der MS-Messung 
Intens. 
x104
1
2
3
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1
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9 10
C006
1
2 3*
4
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7
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Migrationszeit [min]
0
1
2
3
4
0
5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5
Peak-
Nr. 
Ermittelte Masse (Mr) Aminosäure-Sequenz 
Anzahl der 
Aminosäuren 
(basischen 
Aminosäuren) 
  1 1269,8034 KKRRPVKVYP 10 (5) 
  2 1651,0410 KPVGKKRRPVKVYP 14 (6) 
  3* 1708,0624 GKPVGKKRRPVKVYP 15 (6) 
  3* 2050,2429 RWGKPVGKKRRPVKVYP 17 (7) 
  4 2197,3113 FRWGKPVGKKRRPVKVYP 18 (7) 
  5 2681,4853 SMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYP 22 (8) 
  6* 2933,5743 **SYSMEHFRWGKPVGKkRRPVKVYP 24 (8) 
  6* 1522,9460 PVGKKRRPVKVYP 13 (5) 
  7 2933,5743 SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYP 24 (8) 
  8 1425,8932 VGKKRRPVKVYP 12 (5) 
  9 1013,6134 RRPVKVYP   8 (3) 
10 1679,7878      SYSMEHFRWGKPVG 14 (3) 
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5 Gesamtdiskussion 
In der vorliegenden Arbeit wurde als Schwerpunkt die Trennung von Peptiden mit Hilfe 
der Elektromigrationsverfahren CZE und CEC untersucht. Dabei wurden im Bereich der 
CEC verschiedene Monolith-Kapillaren in Form von RP, SCX und WCX hergestellt und 
auf ihre Trennleistung von diastereomeren Peptiden geprüft (Manuskript 1, Manuskript 2). 
Für die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurden die Retentionszeiten von Di- und 
Tripeptiden verglichen, welche mit dem WCX-Monolithen ermittelt wurden. Neben der 
Verwendung der gleichen Kapillare wurde die Wiederholbarkeit der Polymerisierung 
untersucht (Manuskript 2). Für die Monolith-Kapillaren RP und WCX wurden zur 
Ermittlung der Abhängigkeit der mobilen Phase von der Trennung diastereomerer 
Peptide der Acetonitril-Anteil, die Pufferkonzentration der mobilen Phase und der 
pH-Wert variiert und jeweils optimiert. Zur Anwendung der Elektromigrationsverfahren 
wurde das ACTH-Analogon Tetracosactid auf Verunreinigungen untersucht 
(unveröffentlichte Ergebnisse) sowie ein Enzymassay für Sirtuine mit Peptidsubstraten 
entwickelt (Manuskript 3, Manuskript 4). Sirtuin-Inhibitoren verschiedener Strukturklassen 
wurden an den Enzymen SIRT1 und SIRT2 getestet. 
5.1 Einfluss stationärer Phasen auf die Trenneffizienz in der CEC 
5.1.1 Synthese und Charakterisierung der Monolithe 
 
Für die Trennung von Peptiden mittels CEC wurden die zwei strukturell unterschiedlichen 
Monolithen RP und WCX auf der Basis von Laurylacrylat resp. Acrylamidobenzoesäure 
hergestellt. Die benötigten Monomere und der Reaktionskatalysator AIBN wurden jeweils 
in einem binären Porogen gelöst und in die mit Acrylsilylethern vorbehandelten Kapillaren 
gefüllt. Die Polymerisierung fand unter Wärmeeinwirkung bei 60 °C statt. Unter 
anschließender Spülung wurden die Kapillaren von überschüssigen Reagenzien befreit 
und mit der mobilen Phase equilibriert.  
Zur Charaktersierung der Monolithe wurden Elektronenmikroskopaufnahmen der 
Querschnitte von RP- und WCX-Monolithen erzeugt. Bei der Betrachtung der Aufnahmen 
in Abbildung 9 lässt sich bei dem RP-Monolith (A) ein dichter gepacktes Polymer 
gegenüber dem WCX-Monolith (B) erkennen. 
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Abbildung 9. SEM-Aufnahmen der Querschnitte eines (A) RP- und (B) WCX-Monolithen.  
Die Morphologie eines Monolithen ist einer der Schlüsselfaktoren, welche das 
Trennungsvermögen der Monolith-Kapillare beeinflussen. Um eine hohe Effizienz zu 
erhalten, ist Homogenität und Rigidität des Polymers notwendig
[106]. Bei Kapillaren, die 
mit mikrosphärischen Feststoffpartikeln gepackt sind, ist eine größere Trenneffizienz bei 
kleiner Partikelgröße zu erwarten[107]. Mit der Herstellung von Monolith-Kapillaren ist nicht 
mehr die Partikelgröße, sondern die Porengröße von entscheidender Bedeutung für die 
Trennung. Diese kann durch Veränderungen im Porogenanteil beeinflusst werden. Durch 
Erhöhung des Anteils von 1-Propanol von 59 % auf 61 % in einem ternären 
Porogengemisch stellten Peters et.al eine Veränderung der Durchschnittsgröße der 
Poren von 1 µm auf 0,4 µm fest[108]. Diese geringere Durchschnittsporengröße führte zu 
kleineren Bodenhöhen und damit zu einer erhöhten Effizienz bei der Trennung von 
aromatischen Kohlenwasserstoffen. Große Poren zeichnen sich durch eine schnelle, 
aber ineffiziente Trennung aus. Die dadurch hervorgerufene sehr kleine Oberfläche reicht 
für eine starke Retention der Analyten nicht aus[109]. Lämmerhöfer et.al stellten bei einem 
erhöhten Anteil an Dodecanol in einem binären Porogengemisch ebenfalls eine 
Erhöhung der mittleren Porengröße fest, was ebenfalls zu einer schlechteren 
Trenneffizienz von racemischen N-3,5-Dinitrobenzoylleucin führte[110].  
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Porogenanteils auf die Trenneffizienz 
von isomeren Tripeptiden wurde ermittelt. Dazu wurden zur Polymerisierung von WCX-
Kapillaren drei verschiedene Monomermischungen mit unterschiedlichem Anteil an 
Porogen hergestellt (Manuskript 2). Von allen drei Monolith-Kapillaren wurden 
Elektronenmikroskopaufnahmen erstellt. Diese Aufnahmen zeigen eine unterschiedliche 
Polymerdichte (Abbildung 10). Während Monolith 1 (A1) aufgrund des geringsten Anteils 
an Porogen ein sehr dicht gepacktes Polymerbett aufweist, besitzen die Monolithe 2 (B1) 
und 3 (C1) ein deutlich lockeres Polymer und damit größere Poren. Die Aufnahmen A2, 
B2 und C2 zeigen die Verknüpfung des Polymers zur Innenwand der Kapillare.  
A B
10 µm 10 µm
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Unter gleichen experimentellen Bedingungen wurde die Trennung der Isomere von 
L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 auf den drei Monolithen untersucht. Eine geringere 
Packungsdichte führte zu kürzeren Retentionszeiten (B3, C3). Im Gegensatz dazu ist 
eine verbesserte Auflösung der Signale bei Verwendung eines kleineren Porogenanteils 
zu beobachten. Ein dichteres Polymerbett führt zu einer größeren Retention der Analyten 
(A3). 
 
 
Abbildung 10. Elektronenmikroskopaufnahmen der Mitte (A1-C1) und des Randes (A2-C2) von 
WCX-Monolithen mit unterschiedlichen Porogenanteilen sowie die Trennung der Isomere von 
L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 mittels CEC (A3-C3). 
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Bei der Verwendung von Monolithen und Vermessung durch CEC können Bodenzahlen 
von über 200.000 pro Meter Kapillare erreicht werden[111]. Für die CEC-Trennung von 
Dipeptiden, welche Alanin am N-Terminus enthalten, wurden Bodenzahlen von 173.000 
und 223.000 pro Meter RP-Monolith-Kapillare erreicht (Manuskript 1). Bei dem 
WCX-Monolithen wurden für die Trennung von Aspartyl-Tripeptiden Bodenzahlen 
zwischen 100.000 und 180.000 ermittelt (Manuskript 2). Hilder et al. entwickelten einen 
zwitterionischen Monolithen, mit dem es gelang, vier Proteine innerhalb von 1,3 Minuten 
mit einer theoretischen Bodenzahl von 4.000.000 pro Meter zu trennen[112].  
5.1.2 Präzisionen des WCX-Monolithen 
 
Um grundsätzlich verschiedene Monolithe miteinander zu vergleichen, werden häufig 
Retentionszeit, Peakfläche, Retentionsfaktoren und Selektivität betrachtet[113;114]. Neben 
der Wiederholbarkeit der analytischen Trennung ist auch die Reproduzierbarkeit der 
Herstellung entsprechender Monolithe zu gewährleisten. Holdšvendová et al. fanden 
heraus, dass durch thermische Polymerisation, mit AIBN als Starter, die 
Reproduzierbarkeit der Produktion eines Methacrylat-Monolithen besser ist als bei 
Verwendung von Ammoniumperoxodisulfat in Anwesenheit von Tetramethylendiamin 
(TEMED)[115]. Durch Photopolymerisierung wurden bessere Effizienzen in der Trennung 
als durch thermische Behandlung erreicht. Dennoch konnten Bernabé-Zafón et al. keine 
Unterschiede in der Reproduzierbarkeit der Art der Polymerisation eines Methacrylat-
Monolithen feststellen[116].  
In dieser Arbeit wurden die Wiederholpräzision (sechs aufeinanderfolgende Messungen 
innerhalb kurzer Zeit) sowie die Laborpräzision (jeweils drei Messungen innerhalb von 
drei aufeinanderfolgenden Tagen). Zur Wiederholbarkeit der Polymerisierung wurden 
sechs WCX-Monolith-Kapillaren mit der gleichen Monomermischung hergestellt und die 
Retentionszeiten der Tripeptidisomere Phe-Asp-GlyOH und Phe-Asp-GlyNH2 verglichen 
(Manuskript 2). Die Tabelle 4 zeigt die Reproduzierbarkeit des hergestellten WCX-
Monolithen gegenüber anderen Monolithen, welche zur Trennung von Peptiden 
verwendet wurden, wobei jeweils die größte relative Standardabweichung (RSD) 
angegeben ist. Alle Präzisionen liegen im Bereich der bereits beschriebenen 
Reproduzierbarkeiten für Monolithe. Die RSD von unter 1 % bei der Wiederholpräzision 
liegt im Bereich der Trennungen von Kohlenwasserstoffen, die wesentlich einfacher zu 
handhaben sind als Peptide.   
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Tabelle 4. Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten von Peptiden bei Verwendung verschiedener Monolith-
Kapillaren in der CEC.  
Darstellung der RSD; (1)=N-(2-Acrylamidoethyl)triethylammoniumiodid; (2)=Phosphorsäure-2-hydroxyethyl-
methacrylat, Polyethylenglykol-diacrylat; (3)=Reproduzierbarkeiten der Trennung von aromatischen 
Kohlenwasserstoffen als Vergleich; n=Anzahl der Messungen; n*=Anzahl der Monolithen 
Literatur Monolith-Basis RSD (%) 
  
Wiederhol-
präzision 
Laborpäzision Präzision der 
Polymerisierung 
Ludewig et al. 
[Manuskript 2] 
Acrylamidobuttersäure, 
Acrylamid  
0,69 (n=6) 1,12 (n=3) 4,91 (n*=6) 
Koide et al.
[117]
 
Allylcarbamoyl--CD, 
AAETEAI (1), 
Acrylamid 
1,2 (n=6) 1,3 (n=6) - 
Chen et al.
[77]
 PAHEMA-PEGDA (2) 1,99 (n=3) - 3,66 (n*=3) 
Ivanov et al.
[118]
 
Glycidyl-methacrylat, 
Methyl-methacrylat 
0,9 (n=3) 1,3 (n=3) - 
Svec et al.
[113] 
(3)
 
Butylmethacrylat 0,18 (n=14) 1,19 (n=3) 3,5 (n*=7) 
Palm et al.
[83]
 (3) 
Acrylamid, Acrylsäure, 
Butylacrylat 
1 (n=6) 2,5 (n=9) - 
Hoegger et al.
[68]
 
(3) 
Piperazin-diacrylamid, 
Acrylamid 
1,34 (n=10) - 5 (n*=9) 
 
5.1.3 Trennungen von Peptiden mit SCX-, WCX- und RP-Monolithen  
 
Um Aussagen über die Effizienz von Monolith-Kapillaren zu treffen wurde das 
Trennverhalten von diastereomeren Peptiden bei Verwendung hydrophiler, ionischer 
(SCX und WCX) und hydrophober, nichtionischer (RP) stationärer Phasen untersucht. 
Die Abbildung 11 zeigt die CEC-Trennung der Diastereomere D/L-Ala-L-PheOH bei der 
Verwendung der drei Monolithe. Bei dem SCX-Monolith weisen die Dipeptide sehr lange 
Retentionszeiten auf (A), während unter identischen Bedingungen die Trennung mit Hilfe 
der WCX- und RP-Monolith-Kapillaren wesentlich schneller erfolgt (B und C). Durch die 
deprotonierten Sulfonylgruppen des starken Ionenaustauschers kommt eine hohe 
negative Ladungsdichte in der SCX-Monolith-Kapillare zustande. Dadurch ist eine starke 
Wechselwirkung der positiv geladenen Analyten und der stationären Phase zu erwarten. 
Während bei dem Monolith mit starkem Kationenaustauscher D-Ala-L-PheOH eine 
kürzere Retentionszeit gegenüber dem Diastereomer L-Ala-L-PheOH aufweist, ist eine 
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geringere Retention der LL-Form bei dem Einsatz von WCX- resp. RP-Monolith zu 
beobachten. 
 
Abbildung 11. Vergleich der Trennung der Diastereomere L/D-Ala-L-PheOH mittels CEC bei Verwendung 
eines (A) SCX-, (B) WCX- und (C) RP-Monolithen. (1) D-Ala-L-PheOH, (2) L-Ala-L-PheOH 
Messbedingungen: 20 cm Monolith, 20/27 cm Kapillare, 75 μm I.D.; 20 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 2,0;  
40 % ACN; Spannung: 12 kV; UV-Detektion bei 214 nm.  
Die Trennung der Isomere von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH mit der RP-Phase und des 
WCX-Monolithen unter Verwendung gleicher Parameter ist in der Abbildung 12 
dargestellt. Bei dem Vergleich beider Monolithe zeigte sich eine unterschiedliche 
Retentionsreihenfolge der diastereomeren -Asp-Peptide. Während für die 
-Diastereomere mit D-Konfiguration am Aspartyl-Rest für beide Monolithe längere 
Retentionszeiten gegenüber der L-Form beobachtet wurden, migrieren bei den 
-Diastereomeren die D-Asp-Peptide unter Verwendung des WCX-Monolithen schneller 
als die L-Formen (Manuskript 2). Das gleiche Trennverhalten wurde für die Isomere von 
/-L/D-Asp-L-PheOMe beobachtet (Manuskript 1). Die Elutionsreihenfolgen beruhen 
somit nicht ausschließlich auf der Wanderung im elektrischen Feld, bei Verwendung von 
gleichen Puffern, sondern auch auf Wechselwirkungen mit dem Polymer.  
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Abbildung 12. Trennung der Isomere von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH mittels CEC bei Verwendung einer RP- 
(A) WCX-Monolith-Kapillare (B). 
Messbedingungen: 20 cm Monolith, 20/27 cm Kapillare, 75 μm I.D.; 20 mM Natriumphosphat-Puffer, pH 2,0; 
40 % ACN; Spannung: 12 kV; UV-Detektion bei 214 nm 
x = unbekannte synthetische Verunreinigung 
Der Monolith mit schwachem Kationenaustauscher (WCX) bietet gegenüber dem mit 
starkem Kationenaustauscher (SCX) Vorteile. Da bei einem pH von 2,0 die 
Carboxylgruppen des Ionenaustauschers noch protoniert sind, ist eine geringere 
Interaktion zwischen dem positiv geladenem Peptid und der stationären Phase 
vorhanden als zu den negativ geladenen Sulfongruppen des SCX-Monolithen. Vermutlich 
konnte aus diesem Grund keine Elution der diastereomeren - und -Tripeptide 
L-Phe-L/D-Asp-GlyOH innerhalb von 60 min beobachtet werden (Manuskript 2). Obwohl 
sich der RP- und WCX-Monolith in ihrer Struktur stark unterscheiden, zeigen sie bis auf 
die Umkehr der Elutionsreihenfolge ein ähnliches Trennmuster. Die Verwendung des 
hydrophoben Acrylat- und des hydrophilen Polyacrylamid-Monolithen erlauben eine 
Trennung der vier Isomere von /-L/D-Asp-L-PheOMe, wobei die Vorteile hinsichtlich 
der Trenneffizienz beim RP-Monolithen auf Basis von Laurylacrylat liegen (Manuskript 1, 
Manuskript 2). 
5.2 Einfluss der mobilen Phase auf die Trenneffizienz in der CEC 
5.2.1 Anteil des organischen Lösungsmittels 
 
Der Anteil an organischem Lösungsmittel ist entscheidend für die Trennung. Da die 
Viskosität von Acetonitril-Wasser-Mischungen aufgrund geringerer Ausbildung von 
Wasserstoffbrückenbindungen wesentlich kleiner ist als von Methanol-Wasser-
Mischungen[33], wurde Acetonitril als organic modifier eingesetzt. Durch die Herabsetzung 
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der Viskosität des verwendeten Puffers ist eine schnellere Migration der Teilchen im 
elektrischen Feld möglich[119]. Bei der Trennung der meisten Peptide mittels CEC erhöhte 
sich die elektrophoretische Mobilität mit zunehmendem ACN-Anteil (Manuskript 1, 
Manuskript 2). Jedoch wurde bei ACN-Anteilen über 70 % Instabilitäten in der Basislinie 
und des Stroms resp. ein Zusammenbrechen des Stroms beobachtet. 
5.2.2 Pufferkonzentration 
 
Aufgrund der einfachen Handhabung und Detektion im UV-Bereich wurde zur Trennung 
von Phe-Asp-GlyOH und Phe-Asp-GlyNH2 ein Natriumphosphatpuffer verwendet. Bei der 
Verwendung des hydrophoben Monolithen konnte mittels CEC-Methode keine 
signifikante Änderung der Retentionszeit in Abhängigkeit der Pufferkonzentration 
festgestellt werden (Manuskript 1). Im Gegensatz dazu wurden längere Retentionszeiten 
mit steigender Konzentration der mobilen Phase bei der Verwendung des hydrophilen 
WCX-Monolithen beobachtet (Manuskript 2). Die Trennung der Aspartyl-Peptide ist somit 
abhängig von der Konzentration des Natriumphosphatpuffers. Die größte Auflösung der 
Aspartyl-Diastereomere bei Verwendung der WCX-Monolith-Kapillaren mit einer sauren 
mobilen Phase wurde bei einer Konzentration von 20 mM Natriumphosphat ermittelt 
(Abbildung 13).  
 
Abbildung 13. Abhängigkeit der Auflösung diastereomerer Peptide von der Pufferkonzentration. 
■, L-Phe--L/D-Asp-GlyNH2; □, L-Phe-β-L/D-Asp-GlyNH2; ●, L-Phe--L/D-Asp-GlyOH;  
○, L-Phe-β-L/D-Asp-GlyOH 
Messbedingungen: 20 cm WCX-Monolith, 20/27 cm Kapillare, 75 μm I.D.; Natriumphosphat-Puffer, pH 2,0; 
60 % ACN; Spannung: 12 kV; UV-Detektion bei 214 nm 
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5.2.3 pH-Wert 
 
Bei der Trennung von Aspartyl-Peptiden mit RP- und WCX-Monolithen führt eine 
Erhöhung des pH-Wertes zu längeren Retentionszeiten (Manuskript 1, Manuskript 2). Die 
Abbildung 14 zeigt die Auftrennung der Isomere von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 bei drei 
unterschiedlichen pH-Werten unter Verwendung des WCX-Monolithen. Unter sonst 
gleichen Bedingungen lässt sich bei einer Erhöhung des pH-Wertes eine größere 
Auflösung der Signale feststellen. Das höchste Auflösungsvermögen dieser vier Isomere 
in der CEC mit dem WCX-Monolithen wurde bei einem pH-Wert von 3,0 beobachtet. 
 
 
Abbildung 14. Trennung von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 mit WCX-CEC bei (A) pH 2,0 (B) pH 3,0 und  
(C) pH 4,0. 
Messbedingungen: 20 cm WCX-Monolith, 20/27 cm Kapillare; 20 mM Natriumphosphatpuffer; 60 % ACN; 
Spannung: 15 kV 
Für die Auflösung der Isomere von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH wurde ein pH-Optimum 
von 2,5 ermittelt (Manuskript 2). Ab einem pH von 3,5 sind die Retentionszeiten sehr 
hoch und eine Peakverbreiterung ist zu beobachten. Die Diastereomere der -Formen 
liegen in einem Teil des sauren pH-Bereichs nach außen neutral geladen vor, da die pKa-
Werte der freien Carboxylgruppe des Glycins in den Peptidisomeren bei etwa 3,5 liegen, 
die der Asparaginsäure jedoch über 4,0. Ein Teil der -Diastereomere ist hingegen ab 
einem pH von etwa 3,5 negativ geladen, was eine Migration zur Kathode erschwert.  
Durch die unterschiedlichen Dissoziationskonstanten von - und -verknüpften 
Asp-Peptiden sowie L- und D-Diastereomeren besitzen die Isomere von Phe-Asp-GlyNH2 
und Phe-Asp-GlyOH zwischen pH 2,0 und 4,0 unterschiedliche Ladungsdichten. Dadurch 
wird eine unterschiedlich starke Auftrennung im elektrischen Feld innerhalb der Kapillare 
ermöglicht. Dabei zeigen -Diastereomere in der Regel größere Auflösungen als die 
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entsprechenden -verknüpften Asp-Peptide. Im Gegensatz dazu wurden bei der 
Trennung der Isomere von /-L/D-Asp-L-PheOMe für die - und -Diastereomere 
unterschiedliche pH-Optima bezüglich der Auflösung festgestellt (Manuskript 2). Die 
pH-abhängige Änderung des Auflösungsvermögens der Diastereomere von 
L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 und /-L/D-Asp-L-PheOMe deckt sich mit den Ergebnissen 
von Sabah unter Verwendung der CZE[120]. 
5.3 Trenneffizienz der CEC im Vergleich zur CZE 
Die CEC stellt besonders für die Trennung von diastereomeren Asp-Peptiden eine 
Verbesserung gegenüber der CZE dar. Die bekannt hohe Trenneffizienz der CZE wird 
kombiniert mit einer stationären Phase, welche zur Erhöhung der Selektivität beiträgt. Die 
elektrophoretische Mobilität ist Ursache für die Migration der Peptide. Die Trennung 
dieser Peptide wird durch die chromatographischen Interaktionen unterstützt, was in 
einer besseren Auflösung von Peptidisomeren resultiert. Betrachtet man die Trennung 
von Peptiden in der CEC gegenüber der CZE, so werden vereinzelt Vorgänge der 
Umkehr der Elutionsreihenfolge und Verkürzung der Analysenzeiten beobachtet 
(Manuskript 1, Manuskript 2).  
Eine vollständige Trennung der Isomere des Tripeptids L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH wurde 
mittels RP-CEC gegenüber der CZE erreicht (Abbildung 15). Im Gegensatz zur CZE-
Methode[22;121] konnten die vier Peptide L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH, ohne Zusatz von 
Cyclodextrinen, vollständig in einem Lauf voneinander getrennt werden (Manuskript 1). 
Auch der Einsatz eines hydrophilen Monolithen mit schwachem Ionenaustauscher war 
erfolgreich für die vollständige Trennung der Isomere von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH 
(Manuskript 2, vgl. auch Abbildung 12). Somit erlaubt die CEC eine sehr schnelle und 
effiziente Trennung von isomeren sowie diastereomeren Aspartyl-Tripeptiden. 
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Abbildung 15. Trennung der Isomere von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH mittels A) RP-CEC (Retentionszeit) 
und B) CZE (Migrationszeit) 
[121]
. 
Messbedingungen: RP-CEC: 20 cm RP-Monolith, 20/27 cm Kapillare, 75 µm I.D.; 20 mM 
Natriumphosphatpuffer, pH 2,0; 40 % ACN; Spannung: 12kV; CZE: unbehandelte Quarzkapillare,  
40/50,2 cm, 50 µm I.D.; 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 3,0; Spannung: 25 kV;  
Mit Hilfe des WCX-Monolithen konnte außerdem die gleichzeitige Trennung von 
L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH und der analogen Amide erreicht werden (Abbildung 16). Die 
Tabelle 5 zeigt die Migrations- resp. Retentionsreihenfolgen der acht Peptide bei 
Anwendung der drei Verfahren CEC, CZE und HPLC. Während in der CZE und HPLC 
Co-Elutionen beobachtet wurden, konnten in der CEC, unter Verwendung des 
WCX-Monolithen, alle acht Signale detektiert werden. Weiterhin ist die Reihenfolge der 
Migration resp. Retention bei allen drei Methoden unterschiedlich. Während bei den 
Methoden der CZE und CEC die -Peptide schneller migrieren als die entsprechenden 
-Formen, weisen bei der HPLC-Methode von De Boni die -Peptide eine geringere 
Retention auf[122].  
Durch die erfolgreiche Trennung von kleinen isomeren Peptiden (2-3 Aminosäuren) 
mittels CEC wurde die Trennung von langkettigen Diastereomeren (24 Aminosäuren) 
untersucht. Unter Verwendung des RP-Monolithen und einem sauren 
Natriumphosphatpuffer konnten die Diastereomere des L/D-Lys16-Tetracosactid 
voneinander getrennt werden (Manuskript 1). 
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Abbildung 16. Trennung der acht Isomere von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH/NH2 mit CEC.  
Messbedingungen: 20 cm WCX-Monolith, 20/27 cm Kapillare, 75 µm I.D.; 20 mM Natriumphosphatpuffer,  
pH 2,0; 60 % ACN; Spannung: 12kV 
 
 
Tabelle 5. Retentionsreihenfolge der Isomere von L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH/NH2 mittels CEC, CZE und 
HPLC. (* = Co-Migration resp. Co-Elution von L/D- resp. /-Isomeren) 
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5.4 Anwendungen der Elektromigrationsverfahren 
5.4.1 Analytik des ACTH-Analogons Tetracosactid  
 
Durch unvollständige Kopplungen bei der Festphasenpeptid-Synthese erhält man neben 
der Hauptverbindung (Tetracosactid) Fragment-Peptide, welche durch Aufreinigung, z.B. 
mittels präparativer HPLC, zum Großteil eliminiert werden können.  
Zunächst wurde die Trennung des Tetracosactids vom Diastereomer und vom 
Tetracosactid-Sulfoxid mittels CZE untersucht. Dabei wurde durch Zusatz von 
Diethylentriamin eine bessere Peakschärfe der drei Substanzen erreicht. Diethylentriamin 
wird für ein sogenanntes dynamisches Coating eingesetzt, so dass Peptide eine 
geringere Interaktion mit der Silanoloberfläche eingehen[123]. Aufgrund dieser 
abnehmenden Wechselwirkung konnte die Peakschärfe geringfügig erhöht werden. Eine 
bessere Trennung des Sulfoxids vom Tetracosactid war ebenfalls zu beobachten, was 
vermutlich durch eine Erhöhung der Viskosität zu begründen ist.  
Um weitere Aussagen über die Reinheit von zwei Tetracosactid-Chargen zu erhalten, 
wurden CZE-MS-Messungen durchgeführt. In beiden Chargen konnten insgesamt zwölf 
verwandte Substanzen strukturell zugeordnet werden. Neben den Verunreinigungen 
D-Lys16-Tetracosactid (Substanz-Nr. 11) und Tetracosactid-Sulfoxid (Substanz-Nr. 12) 
wurden ausschließlich Peptid-Fragmente detektiert (Tabelle 6). Alle Fragmente, bis auf 
eins, lassen sich durch unvollständige Peptidsynthese erklären. Die Verunreinigung mit 
der Substanz-Nr. 13 entsteht vermutlich durch Spaltung zwischen Gly14 und Lys15. Bei 
einem Vergleich der zwei untersuchten Chargen wurde festgestellt, dass beide Proben 
etwa dieselbe Konzentration an SYSMEHFRWGKPVG (Substanz-Nr. 13) aufweisen. 
Eine der Chargen enthielt weitaus weniger Fragmente und D-Lys16-Tetracosactid. Ein 
erhöhter Anteil an KKRRPVKVYP, welcher durch die mögliche Hydrolyse bedingt ist, 
konnte nicht festgestellt werden. 
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Tabelle 6. Aminosäure-Sequenzen des Tetracosactids (fettgedruckt) und der mit CZE-ESI-MS ermittelten 
Verunreinigungen. * = D-Lys
16
-Tetracosactid; ** = Tetracosactid-Sulfoxid 
 
5.4.2 Sirtuin-Enzym-Assay 
 
Es wurde ein CZE-basierter Enzym-Assay für Sirtuine entwickelt. Dazu wurden sechs 
Fmoc-Peptide synthetisiert, wobei drei acetyliert sind. Die Trennung der Peptide wurde 
mittels CZE durchgeführt und validiert. Die acetylierten Peptide wurden als potentielle 
Substrate an zwei Sirtuinen getestet. Weiterhin wurden Inhibitoren der Sirtuine 
untersucht. 
Peptidsubstrate 
Die Synthese der sechs Fmoc-Peptide (Fmoc-Lys-Lys/Lys(Ac)NH2, Fmoc-Arg-His-Lys-
Lys/Lys(Ac)NH2 und Fmoc-Lys-Lys/Lys(Ac)-LeuNH2) erfolgte stets unter Verwendung der 
Fmoc-Schutzgruppe (Fluorenylmethoxycarbonyl) mittels Festphasensynthese[124]. Dabei 
wurde 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU) 
als Kupplungsreagenz und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) als Additiv verwendet. Jedes 
Peptid wurde anschließend mittels präparativer RP-HPLC unter Verwendung eines 
Acetonitril-Wasser-Gradienten mit 0,1 % Trifluoressigsäure (TFA) aufgereinigt. Die 
Identifizierung der Peptide erfolgte durch MALDI TOF.  
Substanz- 
Nr. 
Aminosäure-Sequenz 
Ermittelte 
Masse (Mr) 
Anzahl der 
Aminosäuren 
(basischen 
Aminosäuren) 
  1 RRPVKVYP 1013,6134  8 (3) 
  2 KKRRPVKVYP 1269,8034 10 (5) 
  3 VGKKRRPVKVYP 1425,8932 12 (5) 
  4 PVGKKRRPVKVYP 1522,9460 13 (5) 
  5 KPVGKKRRPVKVYP 1651,0410 14 (6) 
  6 GKPVGKKRRPVKVYP 1708,0624 15 (6) 
  7 RWGKPVGKKRRPVKVYP 2050,2429 17 (7) 
  8 FRWGKPVGKKRRPVKVYP 2197,3113 18 (7) 
  9 SMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYP 2681,4853 22 (8) 
10 SYSMEHFRWGKPVGKKRRPVKVYP 2933,5743 24 (8) 
11 *SYSMEHFRWGKPVGKkRRPVKVYP 2933,5743 24 (8) 
12 **SYSM(O)EHFRWGKPVGKKRRPVKVYP 2949,5629 24 (8) 
13               SYSMEHFRWGKPVG 1679,7878 14 (3) 
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Der Ursprung für die Synthese dieser Modellpeptide liegt in der Funktionalität des p53-
Proteins. Die Strukturen der Fmoc-Substrate basieren auf der Aminosäuresequenz 
dieses Proteins in den Positionen 379 bis 383. Am N-Terminus der Peptide wurde die 
Fmoc-Schutzgruppe als Chromophor zur Erhöhung der Detektionsempfindlichkeit 
beibehalten.  
Methodenentwicklung und –validierung 
Das Lys-Lys-Motiv wurde für alle drei Modellpeptid-Paare beibehalten, um mindestens 
eine positive Ladung bei der Vermessung mittels CZE zu gewährleisten. Der pKa-Wert 
der ε-Aminofunktion des Lysins beträgt bei Polypeptiden etwa 10,5[125], so dass bei einem 
pH-Wert unterhalb von 9,0 eine permanente Ladung der Modellpeptide vorliegt. Um die 
Umsetzung der synthetisierten Fmoc-Peptide durch Sirtuine zu untersuchen, war es 
primär wichtig, die Trennung des jeweils acetylierten vom entsprechenden deacetylierten 
Peptid zu optimieren. Bei einem pH-Wert von 2,7 erfolgte die beste Trennung. 
Nicotinamid, welches als Nebenprodukt der Enzymreaktion entsteht (vgl. Kapitel 1.4.3), 
konnte ebenfalls detektiert werden (Abbildung 17). Die Verbindungen NAD+ und 2‘-O-
acetyl-ADP-Ribose als weitere Substanzen sind unter diesen Bedingungen aufgrund der 
Phosphatgruppen negativ geladen und wandern nicht zur Kathode. Eine Detektion blieb 
somit aus. 
 
Abbildung 17. CZE-Trennung der sechs Fmoc-Peptide und des Nicotinamids.  
Messbedingungen: unbehandelte Quarzkapillare, 30/37 cm, 50 µm I.D., 200 mM Tris-Phosphatpuffer, pH 2,7; 
Spannung: 20 kV 
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Die Enzymreaktionen wurden zu verschiedenen Zeiten durch den Zusatz von eiskalter 
Trichloressigsäure (TCA) beendet. Nach Zentrifugation der denaturierten Proteine (BSA 
und Enzym) wurden die Proben vermessen. Durch den Zusatz der TCA bedingt, 
enthalten die Inkubationsproben einen sehr hohen Salz-Gehalt, der zu einer 
Peakverbreiterung führt. Verschiedene Stacking-Methoden sind in der Literatur 
beschrieben, um dieses Problem zu unterbinden[126;127]. Eine effiziente Methode ist das 
pH-vermittelte Stacking, welches für kationische und anionische Analyten geeignet ist [128-
130]. Die Entwicklung eines NaOH-vermittelten Stackings erfolgte durch Injektion einer 
definierten Menge an Natronlauge vor der Probe und führte zu einer erhöhten 
Peakschärfe (Abbildung 18). Beim Stromfluss wandern die Hydroxid-Ionen aufgrund der 
negativen Ladung in Richtung Anode und damit durch die Probenzone. Durch die 
Reaktion der dort enthaltenen Hydronium-Ionen mit den Hydroxid-Ionen der Natronlauge 
entsteht Wasser, was in einer Erniedrigung der Leitfähigkeit der Probenzone resultiert [131]. 
Da die Analyten über einen großen pH-Bereich positiv geladen sind, wandern sie 
weiterhin gerichtet zur Kathode (Manuskript 3). Die Methode des Stackings ist begrenzt, 
da aufgrund der vermehrten Wärmeproduktion die Bildung von Gasbläschen begünstigt 
ist, was zum Stromzusammenbruch führt[129]. 
 
Abbildung 18. Elektropherogramme zum „pH-vermittelten Stacking“. A) direkte Injektion der Probe für  
10 sec; B) hydrodynamische Injektion von 0,1 M NaOH für 20 sec, anschließend Probeninjektion für 10 sec;  
C) hydrodynamische Injektion von 0,2 M NaOH für 20 sec, anschließend Probeninjektion für 10 sec;  
D) hydrodynamische Injektion von 0,3 M NaOH für 20 sec, anschließend Probeninjektion für 15 sec.  
(optimierte Bedingungen, siehe Abbildung 17)  
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SIRT-Assay 
Die acetylierten Peptide Fmoc-Lys-Lys(Ac)NH2, Fmoc-Arg-His-Lys-Lys(Ac)NH2 und 
Fmoc-Lys-Lys(Ac)-LeuNH2 sind Substrate der Enzyme SIRT1 und SIRT2. Beide Enzyme 
deacetylieren diese Verbindungen, wobei eine schnellere Transformation durch SIRT1 
erfolgt. Die Peakflächen der korrespondierenden Peptide und Nicotinamid nahmen 
entsprechend zu. Abbildung 19 zeigt die Umsetzung des acetylierten Tripeptids mit 
beiden Enzymen. Nach einstündiger Inkubation mit einer Enzymaktivität von 2,5 U pro 
100 µl SIRT1 wurden mehr als 87 % aller drei acetylierten Peptide umgesetzt 
(Manuskript 3, Manuskript 4). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit einem Enzymassay für 
SIRT1, bei dem 90 % eines acetylierten Peptids, welches Aminomethylcumarin (AMC) als 
Fluorophor enthält, unter ähnlichen Bedingungen umgesetzt wurde[132]. Im Gegensatz 
dazu wurde nach dreistündiger Inkubation mit SIRT2 nur zwischen 14 und 26 % der 
acetylierten Peptide umgesetzt (Manuskript 4). Diese schwächer ausgeprägte 
Deacetylierung kann durch die Funktion als ADP-Ribosyl-Transferase[95], 
unterschiedlichen Wirkungsgrad der beiden Enzyme[133;134] oder Substrataffinität zu den 
Enzymen[135] erklärt werden. 
 
 
Abbildung 19. Umsetzung von Fmoc-Lys-Lys(Ac)-LeuNH2 mit SIRT1 (links) und SIRT2 (rechts), Zeitangabe 
an den Elektropherogrammen = Inkubationszeit am jeweiligen Enzym 
Um die Fmoc-Substrate weiter zu charakterisieren, wurde die Michaelis-Menten-Kinetik 
bestimmt. Die Michaelis-Menten-Konstante (Km) wurde für die drei Substrate zwischen 
16,7 und 34,6 µM für SIRT1 sowie zwischen 34,7 und 58,6 µM für SIRT2 ermittelt. 
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Bereits beschriebene Substrate für SIRT-Enzyme zeigten ähnliche Km-Werte. Für ein 
Fluorescein enthaltendes Peptid mit 23 AS wurde ein Km-Wert von 11,9 µM erhalten
[136]. 
Weiterhin untersuchte man ein Fmoc-gelabeltes Peptid mit 16 AS und ermittelte Km-
Werte zwischen 57 und 87 µM für SIRT1[137]. Ein kommerziell erhältliches Peptid (Fluor 
de Lys), welches vier Aminosäuren und AMC am C-Terminus trägt, zeigte eine Affinität 
mit einem Km-Wert von 108 µM zum SIRT1, was um einen Faktor von 2-3 geringer ist
[138]. 
Somit konnte gezeigt werden, dass kurzkettige Peptide mit einer Fmoc-Gruppe am N-
Terminus hohe Affinitäten zu den Sirtuinen aufweisen. 
Die Fmoc-Peptidsubstrate dienten weiterhin der Ermittlung von Inhibitoren der Sirtuine. 
Der bekannteste Inhibitor für Sirtuine ist das Sirtinol[139], dessen Struktur in Abbildung 20 
dargestellt ist. In einer Konzentration von 100 µM inhibiert es bis zu 90 % der SIRT1-
katalysierten Deacetylierungen, während die Inhibition des SIRT2 nur bei etwa 66 % liegt 
(Manuskript 4). Durch Testungen verschiedener Konzentrationen des Sirtinols konnten 
die IC50-Werte der beiden Enzyme ermittelt werden. Die Kurven in Abbildung 20 zeigen 
den typischen sigmoidalen Verlauf. Aus den IC50-Werten konnten durch bekannte 
Substratkonzentrationen [S] und Km-Werte der acetylierten Fmoc-Peptide die 
Inhibitorkonstante (Ki) für jedes Peptid nach der Gleichung 9 berechnet werden und sind 
in Tabelle 7 zusammengefasst. 
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Abbildung 20. Struktur des Sirtinols (Mitte) und Inhibition des SIRT1 (links) sowie SIRT2 (rechts) in 
Abhängigkeit der molaren Sirtinolkonzentration (cSirtionol) am Beispiel des Fmoc-Lys-Lys(Ac)-LeuNH2. 
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Tabelle 7. IC50- und Ki-Werte des Sirtinols bei Verwendung der acetylierten Fmoc-Peptide als Substrate für 
SIRT1 und SIRT2. Mittelwerte ± Standardabweichung (n=3)
 
Die IC50-Werte für SIRT1 sind etwa 1,5- bis 3-mal kleiner als die Werte der 
beschriebenen Substrate Z-MAL[132;140] und Histon-Proteine[141]. Die Inhibition des SIRT2-
Enzyms ist dagegen mit der Literatur vergleichbar. Sirtinol zeigt eine höhere Inhibition an 
SIRT2 gegenüber SIRT1[132;140;142], während bei Verwendung der Fmoc-Peptidsubstrate 
die Inhibition von SIRT1 und SIRT2 im etablierten Enzymassay umgekehrt ist. Dieser 
Unterschied lässt sich durch die verschiedenen experimentellen Vorgänge erklären. 
Daher sollte ein Vergleich immer unter Betrachtung des Enzym-Assays und der Enzym-
Substrate erfolgen. Vier weitere bereits beschriebene Sirtuin-Inhibitoren wurden 
untersucht (Manuskript 4). Dabei wurden zwei Bis-indolylmaleimide (Ro 31-8220 und 
GF 109203X)[142] und zwei Splitomicin-Derivate (8-Brom-/-phenylsplitomicin)[143] in den 
Konzentrationen 10 und 50 µM eingesetzt. Die restliche Enzymaktivität von SIRT1 und 
SIRT2 ist als prozentuale Umsetzung der Peptidsubstrate unter den jeweiligen 
Bedingungen in der Abbildung 21 zusammengefasst. Das Ausmaß der Inhibition variiert 
mit der Struktur der Fmoc-Peptidsubstrate. Da Ro 31-8220 der effektivste Inhibitor der 
vier getesteten Verbindungen war, wurde dieser in den Konzentrationen 0,5 und 2 µM 
eingesetzt, wobei das Substrat Fmoc-Arg-His-Lys-Lys(Ac)NH2 zum Einsatz kam. SIRT1 
setzte in diesen Inhibitorkonzentrationen noch 88,8 resp. 67,1 % des Peptids um. SIRT2 
erreichte nur eine Umsetzung von 57,9 resp. 17,9 %. Ro 31-8220 ist für SIRT2 verglichen 
mit SIRT1 ein effektiverer Inhibitor, was auch für das Substrat Z-MAL berichtet wurde[142]. 
Aus diesen Werten lässt sich die IC50 für Ro 31-8220 an SIRT2 abschätzen, welche im 
unteren mikromolaren Bereich liegt. Bei den Phenylsplitomicinen konnte keine Inhibition 
von SIRT1 und SIRT2 festgestellt werden, obwohl sie in einem anderen Assay als 
Sirtuin-Inhibitoren beschrieben sind[143]. Dieser Sachverhalt lässt sich durch 
unzureichende Löslichkeiten beider Verbindungen im Puffer des Sirtuin-Assays erklären. 
Fmoc-Lys-Lys(Ac)NH2 Fmoc-Lys-Lys(Ac)-LeuNH2 Fmoc-Arg-His-Lys-Lys(Ac)NH2
SIRT1
Ki [µM] 5,2 ± 0,2 7,0 ± 1,1 9,0 ± 1,2
IC50 [µM] 36,3 ± 1,2 42,5 ± 6,6 35,0 ± 4,8
SIRT2 IC50 [µM]
Ki [µM]
118,6 ± 6,6 95,8 ± 8,4 90,0 ± 3,3
30,6 ± 1,7 28,1 ± 2,5 33,3 ± 1,2
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Abbildung 21. Inhibition von SIRT1 und SIRT2 durch Ro 31-8220 (A), GF 109203X (B), 8-Brom--
phenylsplitomicin (C) und 8-Brom--phenylsplitomicin (D) ausgedrückt als prozentualer Anteil der Umsetzung 
der Peptidsubstrate in An- und Abwesenheit des Inhibitors.  
1 = Fmoc-Lys-Lys(Ac)NH2, 2 = Fmoc-Arg-His-Lys-Lys(Ac)NH2, 3 = Fmoc-Lys-Lys(Ac)-LeuNH2; die Balken 
entsprechen den Mittelwerten ± Standardabweichung (n = 3) 
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6 Zusammenfassung 
Diese Arbeit gliedert sich in drei Hauptteile, wobei im ersten Teil die CEC-Trennung von 
diastereomeren Peptiden unter Verwendung von Monolith-Kapillaren untersucht wurde. 
Die Bestimmung verwandter Substanzen des ACTH-Analogons Tetracosactid mittels 
CZE-MS sowie die Entwicklung eines CZE basierten Assays von Sirtuin-Enzymen 
wurden im zweiten und dritten Teil durchgeführt. 
Trennung von Peptiden mittels CEC unter Verwendung von Monolith-Kapillaren 
Verschiedene Monolith-Kapillaren auf der Basis von Laurylmethacrylat resp. Acrylamid 
und Acrylamidobuttersäure wurden durch in situ Polymerisation in Gegenwart eines 
Porogens synthetisiert. Es wurden elektronenmikroskopische Aufnahmen der Monolithe 
erzeugt und im Hinblick auf die Trennung von isomeren Aspartyl-Peptiden mittels CEC 
untersucht. Die höchste Bodenzahl wurde für einen WCX-Monolithen ermittelt, welcher 
einen Anteil von 75 % eines binären Porogens aus Decanol und DMSO enthielt. Die 
Auswirkung der Zusammensetzung der mobilen Phase wurde anhand der Trennung von 
L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH, L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 sowie /-L/D-Asp-L-PheOMe 
untersucht. Während der Zusatz von Acetonitril zu kürzeren Retentionszeiten führte, 
resultierte ein erhöhter pH-Wert des Puffers in längeren Retentionszeiten. Ein 
Acetonitril-Anteil oberhalb von 70 % führte allerdings zu Strominstabilitäten resp. 
Zusammenbrechen des Stromes. Die Entwicklung und die Untersuchungen zur Trennung 
von isomeren Peptiden wurden für den RP-Monolithen in ähnlicher Weise durchgeführt. 
Beide Monolithformen zeigen bessere Trennungen von Aspartyl-Peptiden im Vergleich 
zur HPLC oder CZE. Weitere diastereomere Peptide, darunter Tetracosactid und sein 
Diastereomer D-Lys16-Tetracosactid, konnten mittels CEC unter Verwendung des 
RP-Monolithen gut getrennt werden. 
Analytik des Tetracosactids durch CZE 
Das ACTH-Analogon Tetracosactid wurde durch CZE-UV und CZE-MS analysiert, um 
eine Information über potentielle Verunreinigungen zu erhalten. Im Bereich der CZE-UV 
führte der Zusatz von Diethylentriamin zu einer verbesserten Trennung des 
D-Lys16-Tetracosactids und des Tetracosactid-Sulfoxids von der Hauptsubstanz. Neben 
diesen Verunreinigungen wurden zehn Peptid-Fragmente, welche 8 bis 22 Aminosäuren 
enthalten, durch CZE-ESI-MS in den untersuchten Tetracosactid-Chargen ermittelt. Neun 
dieser Fragmente lassen sich durch unvollständige Kopplung während der 
Peptidsynthese erklären. Weiterhin wurde ein Fragment mit 14 Aminosäuren identifiziert, 
welches wahrscheinlich das Produkt einer hydrolytischen Spaltung zwischen Gly14 und 
Lys15 ist. In zwei untersuchten Chargen fand sich etwa die gleiche Menge dieser 
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Verunreinigung, während der Anteil an D-Lys16-Tetracosactid und anderen 
Peptid-Fragmenten in einer der beiden Chargen geringer ausfiel. 
CZE-basierender Sirtuin-Enzym-Assay 
Ausgehend von der Aminosäuresequenz des p53-Proteins in den Positionen 379 bis 383, 
welches ein endogenes Substrat für Sirtuine ist, wurden Fmoc-Lys-Lys(Ac)NH2, Fmoc-
Arg-His-Lys-Lys(Ac)NH2 und Fmoc-Lys-Lys(Ac)-LeuNH2 und deren nicht acetylierte 
Analoga mittels Festphasenpeptidsynthese hergestellt. Es gelang die Trennung aller 
sechs Peptide und Nicotinamid, welches als Nebenprodukt der Enzymreaktion entsteht, 
in einem sauren Natriumphosphatpuffer mittels CZE. Ein pH-vermitteltes Stacking wurde 
zur Erhöhung der Detektionsempfindlichkeit angewendet, da aufgrund der hohen 
Ionenstärke der Inkubationsprobe eine Abnahme der Sensitivität ermittelt wurde. Für die 
Ermittlung der Michaelis-Menten-Konstante von rekombinant gewonnenen humanen 
Sirtuinen SIRT1 und SIRT2 wurde die CZE-Trennung validiert. Dieser Assay folgt der 
Michaelis-Menten-Kinetik und die KM-Werte liegen im Bereich der bisher beschriebenen 
Peptidsubstrate für Sirtuine. Verschiedene Emzyminhibitoren wurden erfolgreich an 
beiden Situinen getestet. Damit ist dieser Enzym-Assay für die Bestimmung der 
Sirtuin-Aktivität und das Screening von Inhibitoren für Sirtuine geeignet. 
 
Analytik des Tetracosactids durch CZE 
Das ACTH-Analogon Tetracosactid wurde durch CZE-UV und CZE-MS analysiert, um 
eine Information über potentielle Verunreinigungen zu erhalten. Im Bereich der CZE-UV 
führte der Zusatz von Diethylentriamin zu einer verbesserten Trennung des 
D-Lys16-Tetracosactids und des Tetracosactid-Sulfoxids von der Hauptsubstanz. Neben 
diesen Verunreinigungen wurden zehn Peptid-Fragmente, welche 8 bis 22 Aminosäuren 
enthalten, durch CZE-ESI-MS in den untersuchten Tetracosactid-Chargen ermittelt. Neun 
dieser Fragmente lassen sich durch unvollständige Kopplung während der 
Peptidsynthese erklären. Weiterhin wurde ein Fragment mit 14 Aminosäuren identifiziert, 
welches wahrscheinlich das Produkt einer hydrolytischen Spaltung zwischen Gly14 und 
Lys15 ist. In zwei untersuchten Chargen fand sich etwa die gleiche Menge dieser 
Verunreinigung, während der Anteil an D-Lys16-Tetracosactid und anderen 
Peptid-Fragmenten in einer der beiden Chargen geringer ausfiel. 
CZE-basierender Sirtuin-Enzym-Assay 
Ausgehend von der Aminosäuresequenz des p53-Proteins in den Positionen 379 bis 383, 
welches ein endogenes Substrat für Sirtuine ist, wurden Fmoc-Lys-Lys(Ac)NH2, Fmoc-
Arg-His-Lys-Lys(Ac)NH2 und Fmoc-Lys-Lys(Ac)-LeuNH2 und deren nicht acetylierte 
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Analoga mittels Festphasenpeptidsynthese hergestellt. Es gelang die Trennung aller 
sechs Peptide und Nicotinamid, welches als Nebenprodukt der Enzymreaktion entsteht, 
in einem sauren Natriumphosphatpuffer mittels CZE. Ein pH-vermitteltes Stacking wurde 
zur Erhöhung der Detektionsempfindlichkeit angewendet, da aufgrund der hohen 
Ionenstärke der Inkubationsprobe eine Abnahme der Sensitivität ermittelt wurde. Für die 
Ermittlung der Michaelis-Menten-Konstante von rekombinant gewonnenen humanen 
Sirtuinen SIRT1 und SIRT2 wurde die CZE-Trennung validiert. Dieser Assay folgt der 
Michaelis-Menten-Kinetik und die KM-Werte liegen im Bereich der bisher beschriebenen 
Peptidsubstrate für Sirtuine. Verschiedene Emzyminhibitoren wurden erfolgreich an 
beiden Situinen getestet. Damit ist dieser Enzym-Assay für die Bestimmung der 
Sirtuin-Aktivität und das Screening von Inhibitoren für Sirtuine geeignet. 
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7 Summary 
The thesis is divided into three major parts on the CEC separation of diastereomeric 
peptides using monolithic capillaries, the determination of related substances in the 
ACTH analogue tetracosactide by CZE-MS, and the development of a CZE-based assay 
of sirtuin enzymes employing peptide substrates. 
 
CEC-Separation of peptides using monolithic capillaries 
Acrylamide- and methacrylate-based monolithic capillaries were synthesized by in situ 
polymerization of the monomers in the presence of porogenic solvents. The resulting 
monoliths were studied by scanning electron microscopy and characterized with regard to 
the separation of an mixture of isomeric and diastereomeric Asp peptides. In the case of 
a WCX monolith based on 4-acrylamidobutyric acid the highest number of theoretical 
plates were observed for a monolith prepared in the presence of 75 % of a porogenic 
system consisting of decanol and DMSO. The effect of the composition of the mobile 
phase on the separation of L-Phe-/-L/D-Asp-GlyOH, L-Phe-/-L/D-Asp-GlyNH2 and 
/-L/D-Asp-L-PheOMe was investigated. Addition of acetonitrile led to shorter retention 
times while increasing the pH of the aqueous buffer component resulted in increased 
retention times. At acetonitrile concentrations above 70 % the system became unstable 
and current breakdown was observed. In a similar way, a neutral RP-monolith was 
synthesized and evaluated. Both types of monoliths proved to be superior for the 
separation of Asp peptides compared HPLC or CZE. Other diastereomeric peptides could 
be separated as well, including the separation of tetracosactide and its diastereomer 
D-Lys16-tetracosactide on the RP-monolith. 
 
Analysis of tetracosactide by CZE 
The 24mer peptide tetracosactide was analyzed by CZE-UV and CZE-MS in order to 
obtain information on the impurities. Using CZE-UV the addition of diethylenetriamine led 
in a better separation of the diastereomer D-Lys16-tetracosactide and the oxidation 
product Met(O)-tetracosactide from the main compound. An ammonium formate buffer, 
pH 2.0 was employed as background electrolyte. In addition to the known impurities 
Met(O)-tetracosactide and D-Lys16-tetracosactide 10 fragments comprising 8 - 22 amino 
acids were identified. 9 could be explained by incomplete amino acid coupling during 
solid phase peptide synthesis. Furthermore, a fragment containing 14 amino acids was 
identified that may result from cleavage between Gly14 und Lys15. Two batches of 
tetracosactide were investigated that differed in the absolute amount of related 
substances. 
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CZE-based sirtuin assay 
Three Fmoc-labeled peptides, Fmoc-Lys-Lys(Ac)NH2, Fmoc-Lys-Lys(Ac)-LeuNH2 and 
Fmoc-Arg-His-Lys-Lys(Ac)NH2, were prepared by solid phase peptide synthesis as 
substrates for sirtuin enzymes. The sequence is derived from the p53 protein. 
Furthermore, the respective deacetylated peptides were also synthesized. The separation 
of the acetylated and deacetylated peptides was achieved in an acidic sodium phosphate 
buffer. Nicotinamide as a side-product of the enzymatic peptide deacetylation could be 
detected as well. A pH-mediated stacking procedure was developed in order to achieve 
the required detection sensitivity as well as to avoid peak broadening and peak splitting 
due to the high ionic strength of the enzyme incubation buffer. Subsequently, the CZE 
method was validated and applied to the determination of the Michaelis-Menten 
constants of the recombinant human sirtuins SIRT1 and SIRT2. Values comparable to 
published data using other peptide substrates were obtained. Furthermore, the assay 
was applied to the determination of IC50 values of inhibitors such as sirtinol or the 
bisindolylmaleimide Ro 31-8820. Thus, the new assay proved to be suitable for the 
determination of sirtuin activity as well as for screening enzyme inhibitors. 
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8 Abkürzungen 
8.1 Abkürzungsverzeichnis 
 
AAC Einbuchstabencode für Aminosäuren (amino acid code) 
Ac Acetyl-Rest 
ACN Acetonitril 
ACTH Adrenocorticotropes Hormon, Adrenocorticotropin 
ADP Adenosindiphosphat 
AIBN Azobisisobutyronitril 
Ala Alanin  
AMC Aminomethylcumarin 
Arg Arginin 
Asp Asparaginsäure 
BGE Pufferlösung in der CZE (background electrolyte) 
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
CE Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis)  
CZE Kapillarzonenelektrophorese (capillary zone electrophoresis) 
CEC Kapillarelektrochromatographie (capillary electrochromatography)  
CGE Kapillargelelektrophorese (capillary gel electrophoresis) 
CIEF isoelektrische Fokussierung (capillary isoelectric focussing) 
CITP  Kapillarisotachophorese (capillary isotachophoresis) 
CoA  Coenzym A 
DNA  Desoxyribonucleinsäure (desoxyribonucleic acid) 
EOF  Elektroosmotischer Fluss (electro osmotic flow) 
ESI  Elektrospray-Ionisation (electro spray ionisation) 
Fmoc  Fluorenylmethoxycarbonyl  
Gly  Glycin  
HBTU  2-(1H-Benzotriazol-1-yl)1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat  
His  Histidin 
HOBt  1-Hydroxybenzotriazol  
HPLC  Hochleistungsflüssigchromatographie (high performance liquid chromatography)  
IC50  Konzentration eines Inhibitors bei halbmaximaler Inhibition 
I.D.  Innendurchmesser  
LC-MS/MS Flüssigkeitschromatographie mit Kopplung zur Tandem-Massenspektroskopie 
Leu  Leucin  
LOD  Nachweisgrenze (limit of detection)  
LOQ  Bestimmungsgrenze (limit of quantitation)  
Lys  Lysin 
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MALDI  Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation 
MAR  siehe Sir (mating-type Regulator) 
MEEKC mikroemulsionselektrokinetische Chromatographie (microemulsion electrokinetic 
chromatography) 
MEKC mizellarelektrokinetische Chromatographie (micellar electrokinetic 
chromatography) 
MeOH Methanol 
MIP Quecksilberporosimetrie (mercury intrusion porosimetry) 
MS  Massenspektrometrie 
NAD
+
  Nicotinamidadenindinukleotid (oxidierte Form) 
OT  offene Glaskapillare (open tubular)  
PAMBA para-Aminomethylbenzoesäure (p-(aminomethyl)benzoic acid)  
Ph.Eur.  Europäisches Arzneibuch (Pharmacopoea Europaea)  
Phe  Phenylalanin  
pI  isoelektrischer Punkt (isoelectric point) 
pKa  negativ dekadischer Logarithmus der Säurekonstante 
RNA  Ribonukleinsäure (ribonucleic acid)  
RP  Umkehrphase (reversed phase) 
RT  Raumtemperatur (i.d.R. 25 °C) 
RSD  relative Standardabweichung (relative standard deviation)  
SAX  starker Anionenaustauscher (strong anion-exchange) 
SCX  starker Kationenaustauscher (strong cation-exchange) 
Sir  Silent information regulator 
SIRT  humane Sirtuine 
TEMED Tetramethylendiamin 
TFA  Trifluoressigsäure (trifluoroacetic acid)  
TOF   Time Of Flight 
USP  United States Pharmacopeia  
UV  Ultraviolett 
WADA  Welt-Anti-Doping Agentur 
WAX  schwacher Anionenaustauscher (weak anion-exchange) 
WCX  schwacher Kationenaustauscher (weak cation-exchange) 
8.2 Symbolverzeichnis  
 
ε0  Dielektrizitätskonstante des Vakuums  
εr  Dielektrizitätskonstante des Mediums  
η  Viskosität  
ζP  Zeta-Potential an der Partikeloberfläche  
ζW  Zeta-Potential an der Kapillarwand  
μeff  effektive (resultierende) Mobilität  
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μeo  elektroosmotische Mobilität  
μep  elektrophoretische Mobilität  
offen  Leitfähigkeit einer offenen Kapillare  
gepackt  Leitfähigkeit einer gepackten Kapillare  
dc  Kapillardurchmesser 
E  Feldstärke  
Ki  Inhibitorkonstante 
Km  Michaelis-Menten-Konstante 
K  Wärmeleitfähigkeit  
Q  Wärmeentwicklungsrate 
q  Ladung 
r  Radius 
RS  Auflösung 
[S]  Substratkonzentration 
ΔT  Temperaturunterschied 
veff  effektive (resultierende) Geschwindigkeit  
veo  elektroosmotische Geschwindigkeit  
vep  elektrophoretische Geschwindigkeit  
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